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Abstrakt

V biochemii jsou enzymy s vyhodou vyuzivany pro syntetické reakce. Jejich
hlavni vyhodou je vysoka substratova specifita, stereo- a regioselektivita. Jednou
skupinou enzymft, ucastnicich se reakci se sacharidovymi substraty, jsou
glykosidasy tj. O-glykosidhydrolasy (EC 3.2.1.). Jejich pfirozenou aktivitou je
hydrolyza glykosidové vazby, avSak pokud se snizi aktivita vody v reakéni smési,
jsou schopny vykazovat i aktivitu syntetickou, tzv. transglykosylaci. Této vlastnosti
je vyuzivano in vitro k syntéze di- a oligosacharid.

V této préci je predstavena aplikace enzymu [3-galaktosidasy z B. circulans
(BgaC) sregioselektivitou vc¢i P(1—3) vazbé. Enzym byl rekombinantné
exprimovan v E. coli jako konstrukt s histidinovou kotvou a purifikovan pomoci
afinitni chromatografie s Ni* ionty. In vitro je tento enzym schopen selektivné
prenaset (-galaktosyl na fadu akceptorti, s nimiZ tvofi 3(1—3) regioisomery. Po
optimalizaci reakénich podminek jsme pfipravili dva bioaktivni disacharidy:
Thomsen-Friedenreichtiv antigen (TF antigen; B-D-Gal-(1—3)-D-GalNAc) a
p-nitrofenyl-glykosid odvozeny od N-acetyllaktosaminu typu I (tNP-LacNAc; B-D-
Gal-(1—3)-B-D-GIcNAc-(1—-0)-pNP).

Cistota obou produktti byla potvrzena pomoci HPLC a struktura byla
ovéfena pomoci NMR spektroskopie. Vytézek ptipravy TF antigenu byl 10 mg
(22 %) a u pNP-LacNAc 9 mg (15 %). Dale byla analyzovéna afinita pfipravenych
latek ke galektinu-1 (Gal-1) a galektinu-3 (Gal-3) pomoci kompetitivniho
inhibi¢niho stanoveni typu ELISA. U obou pfipravenych ligandi byla zjisténa vyssi
afinita ke Gal-3 nez ke Gal-1.
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Abstract

In biochemistry, enzymes are often used for catalytic reactions.
Their main advantage is a high substrate specifity, stereo- and regioselectivity.
Glycosidases - O-glycoside hydrolases (EC 3.2.1) — belong among large group of
carbohydrate-active enzymes. Their major activity is hydrolysis but if the water
activity in the reaction medium is supressed, they switch their major activity to
synthesis (transglycosylation). This feature is exploited in the in vitro synthesis of
di- and oligosaccharides.

This thesis describes the application of the B-galactosidase from B. circulans
(BgaC) selective for the formation of 3(1—3) bond. The enzyme was recombinantly
expressed in E. coli cells as a His-tagged construct and purified by Ni?* affinity
chromatography. In vitro, this enzyme is able to selectively transfer B-galactosyl
moiety on a range of acceptors, affording exclusively p(1—3)bound regioisomers.
After optimizing the transglycosylation reactions, this enzyme was used to prepare
two bioactive disaccharides: Thomsen-Friedenreich antigen (B-D-Gal-(1—3)-D-
GalNAc) and p-nitrophenyl glycoside of N-acetyllactosamine type I (B-D-Gal-(1—3)-
B—D-GIcNAc-(1—0)-pNP).

Both transglycosylation products were analyzed by HPLC for purity and by
NMR for structural analysis. TF antigen was prepared in a yield of 10 mg (22 %) and
pNP-LacNAc in a yield of 9 mg (15 %). I further analyzed the affinity of prepared
compounds for galectins -1 and -3 by competitive ELISA-type assay and I found
that both prepared ligands showed higher selectivity to human recombinant

galectin-3 than to galectin-1.
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Seznam pouzitych zkratek

e A, absorbance roztoku pfi 420 nm

e AK, aminokyselina

e ASF, asialofetuin

e Bcl-2, B-cell lymphoma 2

o CAZy, Carbohydrate Active Enzymes

e (D45, tyrosinfosfatasa

e CRD, doména rozpoznavajici sacharid (angl. , Carbohydrate Recognition
Domain”)

e dH:0, deionizovana voda

e DTT, dithiotreitol

e EGCso, polovina maximalni efektivni koncentrace

e EDso, davka referencni latky, ktera vyvola specificky efekt u 50 % populace

e EPBS, PBS pufr s pfimési 2mmol I EDTA

e Gal-1; Gal-3, galektin-1; -3

e histidinovd kotva, tj. sekvence po sobé jdoucich (nejcastéji Sesti)
histidinovych zbytkt pfipojenych na N- nebo C-konec proteinu.

e HPLC, vysokoucdinna kapalinova chromatografie

e ICso, polovina maximalni inhibi¢ni koncentrace

e PTG, isopropyl-1-thio--D-galaktopyranosid

e LDN; LacdiNAc, N, N-diacetyllaktosamin ((3-D-GalNAc-(1—4)-D-GIcNAc)

e LacNAc, N-acetyllaktosamin (3-D-Gal-(1—4)-D-GlcNAc)

e LB, medium Luria-Bertani

e LMW, marker pro SDS elektroforézu (angl. , low molecular weight”)

e mRNA, medidtorova ribonukleova kyselina

e NK, prirozené zabijecské bunky (angl. ,natural killer cells”)

e ot./min, otdcky za minutu

e PBS, Fosfatovy pufr



PMSF, fenylmethylsulfonylfluorid

pNP-Gal, p-nitrofenyl-p-D-galaktopyranosid

pNP-GIcNAc, p-nitrofenyl-2-acetamido-2-deoxy-B-D-glukopyranosid
SDS-PAGE, elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
dodecylsiranu sodného

SP1, proximalni specificky protein 1

TLC, chromatografie na tenké vrstveé

TMB, 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin, chromogenni substrat pro stanoveni
ELISA

TEMED, tetramethylethylendiamin



1. Teoreticka c¢ast

1.1. Glykosidasy
1.1.1. Charakterizace a klasifikace glykosidas

Glykosidasy neboli O-glykosidhydrolasy (EC 3.2.1.) jsou enzymy, které in
vivo katalyzuji ke Stépeni di-, oligo- a polysacharidt. Pfi tomto procesu je
glykosylovy zbytek po odstépeni aglykonu prenesen na vodu [1].

Glykosidasy se rozdéluji do dvou podskupin na zdkladé zptisobu Stépeni.
Prvni podskupinou jsou exoglykosidasy, které Stépi sacharidové jednotky z
neredukujictho konce. Druhou skupinou tvofi endoglykosidasy, kterym byla
vénovana pozornost teprve v 90. letech minulého stoleti. Endoglykosidasy Stépi
sacharidovy fetézec uvnitf, a tak na akceptor prenaseji celé oligosacharidové retézce
[1]. K dne$nimu dni je jiz rozpozndno a popsano vice nez 120 rodin glykosidas
s podobnou strukturou [2] dle databaze CAZy (Carbohydrate Active Enzymes,
http://www.cazy.org/) [3].

Zpusob, kterym glykosidasy vytvareji glykosidové vazby, zavisi na
struktufe substratu a sloZeni reakéniho média. Pfi termodynamicky fizeném
procesu tzv. ,reverzni hydrolyzy” spojuji glykosidasy volny monosacharid
s nukleofilem za uvolnéni molekuly vody [1]. Z chemického hlediska se jedna o
reakci kondenzacni. Reakéni rovnovahu téchto reakci 1ze ovlivnit nékolika zptisoby.
Prvnim zptlisobem je snizeni aktivity vody v reakéni smési vysokou koncentraci
vychozich latek (v tomto pripadé monosacharidii) [4], dalSimi zptisoby je naptiklad
pridani soli [5], postupné odebirani produkti reakce [4] nebo pouziti organickych
rozpoustédel [6]. Co se tykd dosaZeni reakcni rovnovahy v pfiméfeném casovém
useku, je vhodné zvysit reakéni teplotu az k hranici 50 °C [7]. I pfi zvySeni reakéni
teploty se reakéni doby pohybuji od nékolika hodin po nékolik dni, dokonce
v nékterych pripadech i tydnt, a vytézky malokdy pfesahuji 15 %. Reverzni
hydrolyza je Siroce vyuzivany zptsob glykosylace pfedev$im primdrnich alkohold.

I pfes mensi vytéZky se podafilo pomoci této metody pfipravit nékolik


http://www.cazy.org/

pozoruhodnych produktti, jako jsou naptiklad thioglykosidy [2] nebo neredukujici
oligosacharidy [8,9].

U kineticky fizené tvorby glykosidové vazby, tzv. transglykosylace, vznika
méné vedlejsich produktt v reakéni smési a poZadovany produkt se vétsinou tvori
s vetsi selektivitou. Transglykosylace mtZe probihat za pouZiti donort glykosylu,
u nichz je aglykon dobfe odstupujici skupina (napt. p-nitrofenyl) [1].

R°OH R'OH

Glykosyl-O-R’ > Glykosyl-O-R?
transglykosylace

Glykosyl-O-H

Obr. 1: Schéma reakci katalyzovanych glykosidasami (pievzato a upraveno z [10])

1.1.2. Mechanismus reakce katalyzované glykosidasami

Glykosidové vazby jsou enzymaticky hydrolyzovany dvéma hlavnimi
skupinami glykosidas: retenujicimi a invertujicimi. Invertujici glykosidasy béhem
hydrolyzy pfevraceji anomerni konfiguraci substratu za vzniku produktu
s opacnou anomerni konfiguraci. Retenujici glykosidasy, mezi které patfi i f3-
galaktosidasa, zachovavaji anomerni konfiguraci. V prvni fazi pfijima kyslikovy
atom anomerniho centra proton z katalytického acidobazického zbytku enzymu.
Konfigurace anomerniho centra substratu se pfevraci a vznikd intermediat enzym-
glykosyl. Pfed vznikem tohoto intermedidtu se systém dostavd do prvniho
tranzitniho stavu, kdy je katalyticky nukleofilni zbytek enzymu stale dost daleko
od anomerniho uhlikového atomu substratu, stejné tak jako donorovy proton
vodiku, ktery je stdle navdzan ke kyseliné. Druhy krok zahrnuje aktivaci molekuly

vody deprotonovanym acidobazickym zbytkem a ndasleduje druhy tranzitni stav,



kdy vytvofend kovalentni vazba mezi anomernim uhlikem a nukleofilni skupinou
je téméf rozstépena a dochazi k priblizeni kysliku z molekuly vody a proton
z molekuly vody se pfibliZi ke zbytku kyseliny nebo baze. Po nasledném ataku
intermediatu dochazi k zpétnému prevraceni konfigurace na anomernim centru
substratu, takZe vysledkem je produkt o stejné anomerni konfiguraci jako vychozi
substrat [15].

Ukazuje se, Ze pritomnost kratkého vodikového mustku mezi nukleofilni
skupinou a 2'-OH galaktosylu, stejné tak jako planarizace galaktosylu smérem
k polovicni Zidlickové konformaci, jsou dilezitymi jevy pfi snizovani aktivacéni
energie a stabilizaci vznikajictho oxokarbeniového iontu. Mimo jiné hraje velmi
dtlezitou roli pritomnost horecnatych iont(; jejich absence vyrazné zvysSuje

aktivacni bariéru [16].

kyselina/baze \nnr kyselina/baze J\_fr\f\ kyselina/baze ,_N-I\np
A °A AH
H ('H
e, e
™~ R O\ -
) HOR 3
Nuk Nuk Nlelk
d'\flf\f‘ Nukleofil .nr!nr Intermediat J‘u’\,f\f

Obr. 2: Mechanismus reakce katalyzované B-galaktosidasou (prevzato a upraveno z [16])

1.1.3. B-Galaktosidasy

B-Galaktosidasa je velmi rozSifeny enzym, ktery lze najit jak u
mikroorganismi a rostlin, tak u zivocichti [11]. M4 fyziologicky vyznamnou roli,
nebot poskytuje energii a zdroj uhliku z hydrolyzy laktosy na galaktosu a glukosu.
Tento enzym se mimo jiné vyuziva v potravindfském primyslu pro vyrobu
bezlaktézového mléka [12].

Jednim zbéznych zdrojii [B-galaktosidas je mikroorganismus Bacillus
circulans. Song et al. v ném identifikovali ¢tyti isoformy B-galaktosidasy a oznacdili je

jako B-galaktosidasa-A (BgaA), B-galaktosidasa-B (BgaB), f-galaktosidasa-C (BgaC)



a pB-galaktosidasa-D (BgaD) [13].

Tyto enzymy maji schopnost stépit glykosidovou vazbu B(1—3) a B(1—4)
z neredukujiciho konce di- a oligosacharidti [11]. Pfi potlaceni hydrolytické funkce
se tato regioselektivita vyuziva i pfi syntéze vazeb B(1-3) a p(1—4).
Na rozdil od vétsiny glykosidas, které se primyslové vyuzivaji hlavné ke stépeni
sacharidt, je B-galaktosidasy z B. circulans vyuZzivana ve vétsim méfitku i k syntéze,
zvlasté k primyslové pripraveé smési galaktooligosacharidi z laktosy. Jeji vyhoda
je, kromé vyssich vytézku, v jeji teplotni stabilité a Sirokém rozmezi pH, kdy je
aktivni [14]. Pfipravené galaktooligosacharidy jsou strukturné podobné tém, jez se
prirozené vyskytuji v matefském mléce, a tak ptisobi jako u¢inna probiotika [14].
B-Galaktosidasa z Bacillus circulans BgaC katalyzuje prenos galaktosového zbytku

(galaktosylu) z vhodnych donori (napf. p-nitrofenyl-p-D-galaktopyranosid;

pNP-Gal) na akceptor.
NO
HO OH NO, [j ?
OH OH %&OQ ©
o HOG1 ? i OH_OH OH_OH OH_OH
HO OH B-galaktosidasa g&/ O&M + %
NHCOCH, z B. circulans HO OH NHCOOCI%IL% HO OH OH

6h,35°C, pH5,0

Obr. 3: Transglykosylace a hydrolyza katalyzované B-galaktosidasou z Bacillus circulans

Jak jiz bylo zminéno (viz str.11), u transglykosyla¢nich (syntetickych) reakci
probihd do jisté miry vzdy paralelni hydrolyza, protoZe vznikly produkt je zaroven
substratem pro dany enzym, coz do jisté miry snizuje vytézek reakci. Tento problém
se da vyfeSit proteinovym inZenyrstvim (cilenou mutagenezi) [2], nejcastéji
pripravou tzv. glykosynthas, kdy je katalyticky nukleofilni zbytek (obvykle Glu
nebo Asp) zaménén za jiny zbytek. Mutantni enzym nema jiz hydrolytickou
aktivitu, ale dokaze reagovat s glykosylfluoridy opa¢né anomerni konfigurace nez
plivodni substrat (napf. a-galaktosylfluorid pro p-galaktosidasu). Naptiklad
glykosynthasa BgaC-Glu233Gly katalyzuje pfenos galaktosylu na akceptor N-

acetylglukosamin za vzniku B(1—3) vazaného N-acetyllaktosaminu typu 1 [2].



1.2. Galektiny
1.2.1. Klasifikace a charakteristika

Lektiny jsou definovany jako proteiny, které jsou schopny prednostné
rozpoznavat a vazat sacharidové komplexy napfiklad z glykolipida a
glykoproteinii. Podle zdroje, ze kterych jsou ziskavany, délime lektiny na rostlinné,
Zivocisné, houbové a bakteridlni. Déle je 1ze délit do mensich podskupin naptiklad
podle typu jejich sacharidového ligandu.

Jednou skupinou zivocisnych lektintd jsou galektiny neboli lektiny S-typu.
Jejich funkce je zaloZend na vytvafeni oligomerti nekovalentnimi vazbami, které
mohou vést az ke vzniku zesiténych mfizek na bunééném povrchu [17]. Tato
oligomerizace vede k mnoha signalizacnim kaskddam, které jsou zapojené do
fyziologickych funkci v organismu, jako napriklad zanétliva reakce, modulace
imunitni odpovédi, patologické jevy spojené s fibrotickymi procesy, kancerogenezi
a dalsimi onemocnénimi. Kromé rakoviny je nadprodukce nékterych galektinii
spojovana s nemocemi jako idiopatickd pulmondrni fibréza a srdecni onemocnéni
[18]. Galektiny maji charakteristickou konzervovanou strukturu domény
rozpoznavajici sacharidy (carbohydrate recognition domain; CRD) [19] a vykazuji
afinitu k cukernym strukturam obsahujicim terminalni $-galaktosid [20]. Existuje
celkem patndct druht galektinti (Gal-1-15). U galektini mtizeme najit tfi rozdilné
strukturni formy; rozpozndvame galektiny prototypické, tandemové anebo
chimerické. Mezi prototypické patfi galektiny Gal-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13 a -14. Tato
skupina se mtize vyskytovat v zavislosti na moldrni koncentraci jako monomer
obsahujici jednu CRD doménu nebo elektrostaticky homodimer dvou monomert.
Galektin-3 je jedinym zastupcem galektinti chimérického typu. Obsahuje kratkou
N-terminalni sekvenci aminokyselin tvofenou 8-12 segmenty opakujicich se deviti
aminokyselin, podobné jako u kolagenu. N-termindlni doména je pfipojena k C-
termindlni CRD doméné. Galektiny tandemového typu zahrnuji Gal -4, -6, -8, -9 a
-12 [21].



CRD doména galektinti se sklddd pfiblizné ze 130 aminokyselin a jejim
typickym strukturnim motivem jsou dva mirné zahnuté antiparalelni sklddané f-
listy [23]. Sest fetézcti tvoii tzv. konkavni stranu a pét fetézcti pak stranu konvexni.
Konkdvni strana vytvaii pomyslny Zlabek, ktery je mistem pro navazani
sacharidovych ligandii. U Gal-3 je naptiklad toto vazebné misto dostatecné dlouhé
pro navazani linedrniho tetrasacharidu [24].

Aminokyseliny se pfimo tucastni tvorby vodikovych vazeb a van der
Waalsovych interakci se sacharidovym ligandem. DileZitym motivem je sekvence
aminokyselin His-Asn-Arg. Tento motiv je vyznamny pii tvorbé vodikovych vazeb
sacharidd obsahujicich galaktosylovy zbytek napfiklad u Gal-1 [25], Gal-3 [26] a
Gal-8 [27].

Prototypicky Tandemovy Chimericky

Obr. 4: Vizualizace tii strukturnich motivii galektinii (pievzato a upraveno z [22])

1.2.2. Funkce galektint in vivo

Galektiny se podileji na fadé biologickych procest vcetné patologickych a
maji Sirokou Skalu funkci vlidském organismu. V burikach se vyskytuji jak
intracelularné, tak extracelularné. Mezi jejich funkce patii napfiklad apoptoza,
mezibunééna signalizace, migrace, diferenciace a adheze bunék, imunologicka
odpovéd, sestith pre-mRNA a dalsi [28]. Casto jsou galektiny spojovany
s patofyziologickymi procesy kancerogeneze. Urcité typy galektint v krevnim séru
indikuji zvySenou pravdépodobnost vyskytu nékterych typti nadord, coz z nich

dél4 potencialni markery rakovinného bujeni [29].



1.2.3. Galektin-1

Galektin-1 (Gal-1) se v roztoku vyskytuje jako homodimer v zavislosti na
koncentraci. Struktura tohoto proteinu je f-sendvic tvofeny ze dvou antiparalelnich
B-listt1 z F1-F5 A 51-S6a/b vlaken [30]. Zpravidla se vyskytuje uvnitt bun€k, odkud
je vyluéovan do vnéjsiho okoli buniky po aktivaci imunitnim systémem. ZvySena
exprese Gal-1 je casto spojena s malignimi novotvary v tkanich jako tlusté stfevo,
plice, slinivka bfisni a jatra. ZvySenou koncentraci Gal-1 v krvi Ize detekovat i pfi
rakoviné plic a Stitné Zlazy.

Gal-1 se ukazuje jak v uloze inicidtoru, tak inhibitoru bunécné adheze.
Nazornym prikladem je jeho funkce v kosternim svalstvu, kam je vyluc¢ovan béhem
diferenciace a vazbé na laminin [31]; inhibuje zde interakci mezi myoblastem a
matrixem  [28]. Naproti tomu mize Gal-1 podporovat adhezi
burika-matrix pro jiné typy bunék pravdépodobné pomoci zesifovani mezi
povrchem builkky a glykokonjugatem [32,33,34]. Gal-1 je také spojovan
s imunosupresivnimi stavy, kdy stimuluje apoptézu u aktivovanych CD4+ a CD8+
T lymfocyti. Zkoumdni mozné terapie se zaméfenim na Gal-1 muiZze slouzit k
restrikci $ifeni nddorovych bunék a rtistu nddoru samotného [35].

V soucasné dobé ma anti-angiogenni lécba nékolik omezeni, souvisejici
hlavné s raznymi stupni odpovédi a resistence. Pfedpoklada se, Ze je to zplisobeno
pravé mechanismy nezavislymi na vaskuldrnim endotelidlnim rastovém faktoru
(VEGF) [36]. V mistech se snizenym okysli¢enim prezivaji nddorové bunky
zvysSenou regulaci exprese tzv. hypoxii indukovatelného faktoru 1 (HIF-1a) [37].
Studie ukazuji, Ze buné¢né linie rakoviny tlustého stfeva a konec¢niku kultivované
v hypoxickém prostfedi produkuji mnohem vice Gal-1, coz koreluje se zvysenou
hladinou hypoxickych faktorti jako HIF-1a a karboanhydrazy IX (CAIX) [38]. Studie
popsané v této ¢asti naznacuji, Ze inaktivace Gal-1 v nddorovych burikach vede ke

zvySeni sensitivity chemoterapeutik.



1.2.4. Galektin-3

Galektin-3 (Gal-3) je jedinym zastupcem skupiny galektinii chimerického
typu. Gal-3 se sklada z kolagenové sekvence, tedy casti bohaté na prolin a glycin,
C-terminalni domény s CRD a N-terminalni domény se dvéma fosforyla¢nimi misty
[36]. CRD doména se skladd ze 110-130 aminokyselin se sekvenénim motivem
NWGR (Asn-Trp-Gly-Arg). Tyto aminokyseliny hraji dileZitou roli v interakci
s proteiny ze skupiny Bcl-2. Skupina proteinti Bcl-2 je zajimava tim, Ze se jedna o
hlavni anti-apoptotické cinitele [39]. Pravé CRD doména Gal-3 je mimo jiné
zodpovédna za vazani cukra. Gal-3 ma vyssi afinitu k oligosacharidiim obsahujicim
termindlni galaktosid nez ksamotnému monosacharidu jako naptiklad N-
acetyllaktosaminu [36]. Vazebné misto pro sacharidy na CRD doméné md 5 ¢asti
(A-E), kdy casti C a D jsou silné evolucné konzervované; do casti C se vaze
B-galaktosid, jenz je zadkladnim strukturnim motivem ligandt Gal-3 [40]. N-
termindlni domeéna Gal-3 je zodpovédna za oligomerizaci galektinovych
monomerti, zvlasté vznik pentamer, coz je fyziologicky proces nutny pro
biologickou funkci Gal-3 [41].

Gal-3 se vyskytuje v urcité mife jak ve zdravé tkani, tak ve zvySené mife ve
tkani patologické. Diky primé spojitosti zvySené hladiny Gal-3 s procesy
proliferace, zanétu, adheze rakovinnych bunék a apoptdzy [42] v tkanich jako jsou
Stitnd zldza, tlusté stfevo, slinivka bfisni, ledviny a plice [43] se Gal-3 jevi jako
potencidlné zajimavy ndstroj napf. pfi immunohistochemickém stanoveni
benignich a malignich uzlt stitné zlazy [44].

V zavislosti na své lokalizaci v ramci buitkky ma Gal-3 rozdilné funkce;
naptiklad mtize plisobit jak pro-, tak i proti apoptoticky [35]. V jadfe je Gal-3
zodpovédny za genovou expresi pfes transkripcni faktory SP1 a B-catenin [45].
V cytoplazmé reguluje Gal-3 pocetné mnozstvi proteinti spjaté srakovinou a
malignimi procesy jako jsou napfiklad signalni molekula RAS, kterd svou mutaci
muze zpusobovat rakovinu [46], protein BCL-2, jenz je ddlezitym reguldtorem pfi

programované bunécéné smrti [47], a protein MYC zastupujici vétsi skupinu



proteinti regulujici geny a proto-onkogeny pro transkripéni faktory [48]. Dale
snizuje Gal-3 imunitni odpovéd organismu potlaéenim indukci apoptdzy

T-lymfocyt a NK bunék [49].

1.3. Vybrané sacharidové ligandy galektint

Ligandy galektint jsou sacharidy, které obsahuji terminalni B-galaktosid.
Sacharidové ligandy se na galektiny vaZou nekovalentni interakci do vazebného
mista na CRD doméné. Hodnota energie této vazby se pohybuje mezi hodnotou
energie van der Waalsovych sil a kovalentni interakce [50]; jedna se primarné o
vodikové vazby mezi hydroxylovymi skupinami sacharidu a aminokyselinami ve
vazebném misté galektinu. Tyto vazby hraji celkové dtilezitou roli v biochemickych
procesech diky své dynamickeé asociaci/disociaci [50]. Mezi dalsi interakce galektin-
sacharid patfi iontové a hydrofobni interakce a interakce zprostfedkované
vapenatymi ionty. Mezi pfirozené ligandy galektinii patfi laktosa nebo LacNAc.

[50].
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Obr. 5: Interakce disacharidu LacNAc s aminokyselinami ve vazebném misté na CRD doméné Gal-

3 (pfevzato a upraveno z [50])



1.3.1. Thomsen-Friendenreichtiv antigen

Thomsen-Friendenreichtiv antigen (TF antigen), je disacharid s termindlni
galaktosou  navdzanou  vazbou  B(1—3) k  N-acetylgalaktosaminu,
tj. Galp(1-3)GalNAc. Tento motiv je na glykoproteiny navazan v a-konfiguraci. TF
antigen je disacharid mucinového typu [51]. Je exprimovan na vné€jsim povrchu
T lymfocyt a vétSiny lidskych karcinomti [52] véetné karcinomu prsa a prostaty
[53]. V nddorovych burikach se podili na adhezi a tvorbé metastaz, coz bylo nejdfive
prokdzano u mysich lymfomii a hepatocytii a pozdéji i u prsniho karcinomu [54].

TF antigen interaguje in vivo s Gal-3 pfi vazbé nadorové burnky na endotel.
Studie zroku 2001 poukazuje na mozZnost inhibice této interakce pomoci
syntetickych latek, coz by mohlo vést k dalsSimu zptsobu lééby nddorovych

onemocneénti [55].

1.3.2. N-Acetyllaktosamin

N-Acetyllaktosamin (LacNAc) je pfirozené se vyskytujici disacharid tvofeny
terminalni galaktosou navdzanou na N-acetylglukosamin. Vyskytuje se ve dvou
regioizomernich formdach oznacenych jako typ 1 a typ 2.

N-Acetyllaktosamin typu 1 (LacNAc typ 1; B-D-Gal-(1—3)-B-D-GIcNAc) je
zndm jako stavebni kdmen epitoptl nékolika krevnich skupin [56]. Tyto epitopy se
ucastni fady biologickych procest(i, jako napfiklad fertilizace [57] a adheze
nékterych patogent [58]. Dale se LacNAc typ I objevuje v matefském mléce [59], v
gastrointestindlni tkani [60] a v plicich [61]. LacNAc typu I je povazovan za
nadorovy marker, jelikoz také hraje dtlezitou roli pfi vzniku metastaz [62].

N-Acetyllaktosamin typu 2 (LacNAc typ 2) obsahuje na rozdil od typu 1
glykosidovou vazbu v konfiguraci f(1—4). LacNAc typ 2 je zndm jako zakladni
struktura v oligosacharidech typu poly-LacNAc, které jsou dale zastoupeny

naptiklad v glykoproteinech a glykolipidech [63,64].



1.3.3. N,N’-Diacetyllaktosamin

Disacharid  N,N’-diacetyllaktosamin  (B-D-GalNAc-(1—4)-B-D-GIcNAc;
LacdiNAc) je dalsi ze zastupcti disacharidti pfirodniho ptivodu, které funguji jako
ligandy galektinti. LacdiNAc byl hojné nalezen u bezobratlych, napf. u cizopasnych
cervu [65]. Tyto struktury byly nalezeny na jejich povrchu a povrchu jejich vajicek
pfi onemocnéni schistosomodza, kterou vyvolava parazitickd motolice Schistosoma.
Sacharidové antigeny na vajickach jsou potencidlni imunogeny a protilatky proti

LacdiNAc antigentim byly detekovany v séru infikovanych pacientii [66,67,68].

1.4. Metody stanoveni interakce galektinti
1.4.1. ELISA

Jednou z casto vyuzivanych analytickych metod v této praci je metoda
ELISA (angl. ,Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”). Metodu ELISA lze pouzit
v kvalitativnim i kvantitativnim typu stanoveni. Jeji vyhodou je ziskani velkého
mnozstvi dat za pomérné kratky casovy tsek.

Pocatky této metody se datuji do 60. let 20. stoleti jako odpovéd na snahu
navrhnout metodu nezdvislou na radioaktivnim znaceni; v tomto pfipadé spojenim
imuno-eseje s enzymatickym stanovenim. Tuto ideu sdileli dva na sobé nezavislé
vyzkumné tymy a demonstrovaly jeho proveditelnost. Prvni ztymu byl pod
vedenim P. Pertlanna a E. Engvalla ze Svédské univerzity ve Stockholmu. Druha
vyzkumna skupina byla vedena A. Schuursem a B. van Weemenem ve firmé
Organon NV v Nizozemi [69].

Nejprve se tato metoda setkala s vinou pochybnosti, jak by mohla byt tak
objemna a velkd molekula jako enzym pfipojend k antigenu nebo protildtce, aniz by
stericky branila vazbé. Pozdéji v obdobi 1966-1969 zvefejnila skupina vedena
S. Avrameas z Villejuif, Francie, ispésné pokusy spojeni protildtek a antigenti
s detekénimi enzymy alkalickou fosfatasou (EC 3.1.3.1) a glukosaoxidasou (EC

1.1.3.4) pomoci glutaraldehydu [70,71]. Nasledovala kvantitativni analyza IgG



v kralicim séru a v témze roce publikovali van Weeman a Schuurs praci, kdy
kvantifikovali mnozstvi téhotenského hormonu HCG v moc¢i pomoci kfenové
peroxidasy (EC 1.11.17) [69].

Na pielomu 60. a 70. let se tato technika zabéhla, a dala tak pevny zdklad
komercné dostupnym ELISA soupravam, jejichZ zakladem je mikrotitracni desticka
s 96 jamkami vyrobena z plastového materidlu adsorbujiciho proteiny. Mimoto dal
rozvoj této metody vznik dalSim ndstrojim ulehcujicim praci s destickou, jako
naptiklad multikandlova pipeta, ctecka desticek a automaticka pipeta [69].

Zakladem kazdé ELISA metody je imobilizovany antigen/protilatka/protein
na dné jamky, na néjz se v zavislosti, o jaky typ ELISA méfeni se jednd, vazou dalsi
komponenty. V zavislosti na tom, zda se stanovuje antigen, vaznost, nebo
koncentrace se da ELISA rozdélit do ¢tyt hlavnich kategorii: pfima ELISA, nepfima
ELISA, sendvic¢ova ELISA a kompetitivni ELISA [72].

Pfima ELISA je jednim z nejrychlejSich stanoveni, jelikoZ je tfeba mnohem
méné krokt. V praxi to znamena, Ze se na dné jamky imobilizuje antigen, ktery je
pfimo detekovan protiladtkou s pfipojenym enzymem pomoci substratu. Pfednosti
této metody je hlavné jeji rychlost a diky malo kroktim i mensi nachylnost na chyby.
Nevyhodou je nespecifické vdzani proteinti na jamku a potfeba mit specifickou
protilatku proti danému proteinu [72].

U nepiimého stanoveni ELISA je zdkladem téZ imobilizovany antigen. Ten
se znaci primdrni protiladtkou a primarni protilatka je nasledné oznacena sekundarni
protilatkou s konjugovanym enzymem, ktery barevné reaguje se substratem.
Vyhoda nepfimého ELISA stanoveni je vétsi univerzalnost ve vybéru protilatek
diky kroku navic, coz zvySsuje jeji citlivost ke specifickému analytu. Zaroven krok
navic je i jejim uskalim, protoze je casové ndrocnéjsi a je tfeba optimalizovat i
vzajemnou koncentraci obou protilatek pro minimalizaci nespecifické reakce a
zaroven maximalizaci odpovédi [72].

Jednou z nejpouzivanéjSich metod ELISA je metoda sendvicova. Je to

metoda, pfi které se dno jamky pokryje vrstvou protilatek proti stanovovanému



antigenu, poté je pfidan vzorek. Pokud vzorek obsahoval dany antigen, je antigen
v dal3im kroku oznacen detekéni protilatkou s navazanym enzymem a detekovan
pridavkem substratu napf. spektrofotometricky. Pokud vzorek neobsahoval
antigen, ztistava jamka bez reakce [72].

Poslednim zdkladnim typem je kompeti¢ni nebo také inhibicni ELISA. Je to
jedna z komplexnéjsich technik. Dno jamek je pokryto stanovovanym antigenem.
Zaroven se preinkubuji vzorky s primarni protilatkou. Primarni protilatky, které se
ve vzorku nenavazou na antigen, se vdZou na antigen imobilizovany na dné jamky.
Sekundarni protilatka s enzymem pak oznaci primarni protilatky navdzané na
antigenu v jamce. Enzymovou reakci se substratem se oznaci ty jamky, v nichz
nebyl pfitomen v ptivodnim vzorku antigen [72].

Vyhodnocovani téchto stanoveni zavisi na tom, zda se jedna o vysledek
kvalitativni nebo kvantitativni. Pokud se jedna o vysledek kvalitativni, staci pouhé
vizudlni vyhodnoceni. Pfi stanoveni kvantitativni je potfeba vyuZzit
spektrofotometrickou analyzu. Zméfeni intenzity zabarveni jamky substratem pfi
urcité vinové délce dava kvantitativni informaci o mnoZstvi analytu v pivodnim
vzorku.

Pro vyhodnoceni se vyuziva pfedevsim dvou modeli vyhodnoceni dat.
Prvnim modelem je standardni linedrni regrese. V tomto modelu se vytvori
kalibraéni pfimka ze standardizovanych roztok o jasné koncentraci a nasledné se
odvodi koncentrace analytu v ptivodnim vzorku s vyuZzitim Lambert-Beerova

zakona (vztah 1):

A=c'l-g (1)

kde A je absorbance, c koncentrace absorbujici slozky [mol 1], I je délka absorpcni
vrstvy [cm] a &, moldrni absorpéni koeficient [1 cm™ mol].
Druhym modelem je nelinedrni regrese, kdy se vynasi naméfené absorbance

proti dekadickému logaritmu koncentrace analytu. Typickym vysledkem je



sigmoida. Této metody se zpravidla vyuziva pro vypocet poloviny maximalni

inhibiéni koncentrace (ICso, popt. ECso ¢i EDso) [73].
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Obr. 6: Grafické zobrazeni typii ELISA metod (pievzato a upraveno z [72]) @) 1- dno jamky pokryté
imobilizovanym antigenem, 2- navdzdni protildatky konjugované s enzymem na imobilizovany antigen, 3-
kolorimetrickd zména jamky po p¥iddni substrdtu; b) 1- dno jamky pokryté imobilizovanym antigenem, 2-
navdzdni primdrni protildtky na imobilizovany antigen, 3- navdzini sekunddrni protilatky konjugované
s enzymem na primdrni protilitku, 4- kolorimetrickd zména jamky po pfiddni substrdtu; €) 1- dno jamky
pokryté imobilizovanou protildtkou, 2- navdzini antigenu na imobilizovanou protildtku, 3- pripojent
sekunddrni protildtky konjugované s enzymem na antigen a vytvoreni ,sendviée”, 4- kolorimetrickd zména
jamky po piiddni substrdtu; d) 1- dno jamky pokryté imobilizovanym antigenem, 2- navdzdni zbylé protildtky
z preinkubovaného vzorku, 3- p¥ipojeni sekunddrni protildtky konjugované s enzymem na stanovovanou

protildtku, 4- kolorimetrickd zména jamky po piiddni substrdtu



1.4.2. Povrchova plasmonova rezonance

Povrchova plasmonova rezonance (angl. ,surface plasmon resonance”; SPR) je
proces, ktery se vyuziva k analyze interakci biomolekul s rtznymi ligandy, od
malych castic jako ionty az po viry vredlném case. Tato technika poskytuje
informace o interakci ligandu a analytu ohledné vaznosti, kinetiky, afinity, specifity
a koncentrace, aniZ by musel byt jeden nebo druhy vazebny partner zvlast znaceny.
Jev povrchové plasmonové rezonance nastava, kdyz polarizované svétlo zasdhne
elektricky vodivy povrch na rozhrani dvou médii. Tim se generuji viny hustoty
elektronového ndboje nazyvajici se plazmony. Generovanim plazmonti je ve
specifickém thlu sniZena intenzita odraZeného svétla imérnd hmotnosti analytu
navazaného na ligand imobilizovany na povrchu senzoru. Tento thel se nazyva
thel rezonanéni [74]. V obvyklém uspofadani tohoto stanoveni jsou analyzované
struktury (ligandy), ve vétsiné pfipadii proteiny, imobilizovany na povrchu
komeréniho biosenzorového cipu. Vzorek obsahujici potencidlné interagujici
molekulu (analyt) je pritomen v roztoku, kterym je v sérii koncentraci omyvan
biosenzor a dochdazi k interakci s cilovou strukturou. Béhem téchto interakci se
polarizované svétlo smérované k povrchu senzoru odrazi v thlu, ktery se postupné
meéni v zavislosti na tom, jak se molekuly vazou a disociuji. Tento proces je

zaznamenavan v redlném case jako sensorgram (viz obr. 7) [74].
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Obr. 7: SPR sensorgram (pfevzato a upraveno z [74]) - 1- odezva pfi pritoku pufru, 2- zacdtek
zachytdvani analytu v nandseném vzorku, 3- maximdlni odezva pti plném nasyceni éipu analytem

4- sniZujici se odezva pti vymyvani zachyceného analytu



Sensorgram je tvofen ze sensorgramovou krivkou, kterd dava informaci o
prubéhu asociace a disociace v zavislosti na case. Dava také informaci o ustaleném
stavu, kdy je neménny pocet vazeb mezi analytem a ligandem. VyuZziva se nékolik
kinetickych modeld, které lze aplikovat na naméfena data, pricemz jevy jako
heterogenita imobilizovanych latek, znovunavazani analytu atd. mohou mit mensi
¢i vétsi vliv na vysledek analyzy. Mezi zakladni kinetické modely patfi model jeden
ligand — jeden analyt (tzv. model one-to-one), viz obr. 8. Faze asociace se na
sensogramu vynasi jako hodnota jiZ zformovanych komplexti ligand-analyt
v zavislosti na case a dostdvame hodnotu rychlostni asociace k. . Po nasyceni
povrchu dochdzi k vymyvani analytu pufrem. Signdl na sensogramu pomalu klesa
a dostavame informaci o rozpadu komplext ligand-analyt v zavislosti na case,
charakterizovaném rychlostni konstantou disociace ka. Pomér ka/ka dava informaci
o rovnovazném stavu interakce oznacovaném jako rovnovaznd disociacni
konstanta Kp. Dal$imi modely jsou napfiklad analyza bivalentnich analyt(,

kineticka titrace, analyza rovnovahy nebo analyza pfenosu hmoty [75].

L+A LA

Obr.8: Kineticky model jeden ligand — jeden analyt. L - ligand; A - analyt; LA - komplex ligand -

analyt; ka— rychlostni konstanta asociace; ki — rychlostni konstanta disociace



1.4.3. Izotermalni titracni kalorimetrie

Izotermalni titracni kalorimetrie (angl. , isothermal titration calorimetry”, ITC)
je technika Siroce vyuzivana pro meéfeni biochemickych interakci makromolekul
s jejich ligandy pomoci termodynamickych zmén v soustavé. Velkou vyhodou je, Ze
neni potfeba zadné modifikace ani jednoho z vazebnych partnerti, a tak se jejich
vaznost méfi v roztoku v jejich nativnich stavech [76, 77].

Méfeni probiha ve dvou celdch. Jedna cela plni funkci referencni a obsahuje
vodu a druhd obsahuje analyzovany vzorek (napf. protein nebo jinou
makromolekulu). Pfi této metodé je nutné drzet teplotu obou cel naprosto stejnou.
Po nastfiku malého objemu roztoku ligandu k analyzovanému vzorku dochdzi
k vazbé, kterd se projevuje zménou entalpie a ve vysledku rozdilem teplot obou cel.
Soucasti soupravy je tepelné cidlo schopné detekovat az jednu miliontinu stupné
Celsia. Jakmile detekuje zménu teploty, dava signal ohfivaci. Ten kompenzuje
vznikly rozdil teplot a vraci cely do rovnovazné teploty. Kazdy jednotlivy nastfik
dava signdl formou piku, ktery je tmérny mnozstvi tepla potfebného pro tpravu
teplot. Plocha kazdého piku je poté integrovdna a vynesena do grafu proti

moldrnimu poméru ligandu vaci proteinu. V idedlnim pfipadé je po navazani
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Obr. 9: Priklad kalorimetrického zdznamu méreni kinetiky enzymové reakce se rozdilnym

mnozstvim pocdatecniho substratu (prevzato a upraveno z [79])



struktur zaznamenan signal, ktery lze prolozit sigmoidni kfivkou. Z naméfenych
teplotnich zmén lze pfesné urcit rovnovaznou disociacni konstantu (Kp), popfipadé
ICso, reakéni stechiometrii, entalpii a entropii. Mimo jiné se tato metoda také
vyuzivd pro méfeni kinetiky enzymu [77]. Kinetika enzym®i prvniho fadu je

popisovana vztahem 2:
L= AH-V k-cy- e )
kde dQ oznacuje uvolnéné teplo za jednotku Casu [J], AH reakéni entalpii [J], V

reakéni objem [dm?®], k rychlostni konstantu [s'], ¢, pocatecni koncentrace

substratu [mol '] a t ¢as [s] [78].
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Experimentalni cast

Seznam pouzitych chemikalii

6x DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific, USA)

Acetonitril (VWR Chemicals, Ceska republika)

Akrylamid (VWR Chemicals, Ceska republika)

Amoniak, 25% vodny roztok (Lach-Ner, Ceska republika)

Ampicilin (Serva Electrophoresis GmbH, Némecko)

Asialofetuin (Sigma Aldrich, USA)

Bradfordovo ¢inidlo — Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad, USA)
Bromfenolova modr (Serva, Némecko)

Chlorid sodny (Lach-Ner, Ceské republika)

Coomasie Brilliant Blue (USB Corporation, USA)

Destilovana a ultracista voda (filtracni zatizeni WATREX)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny, mohohydrat (Carl Roth, Némecko)
Dithiotreitol (Sigma-Aldrich, USA)

Plasmid pET-Duet-1-bgaC nesouci konstrukt genu [3-galaktosidasy z Bacillus
circulans (poskytl v ramci spoluprace prof. L. Elling, RWTH Aachen, SRN)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner, Ceska republika)

EDTA (Carl Roth, Némecko)

Ethanol (VWR Chemicals, Ceska republika)

Escherichia coli BL21 Gold DE3 (Thermo Fisher Scientific, USA)

Glycerol dvakrat destilovany 99,5 % (VWR Chemicals, Ceska republika)
HEPES (Megazyme, USA)

Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrét (Lach-Ner, Ceska republika)
Hydroxid sodny (Lach-Ner, Ceska republika)

Kapalny dusik (Maneko, Ceska republika)

Kyselina citronova (Lach-Ner, Ceska republika)

Kyselina octova (VWR Chemicals, Ceska republika)



Kyselina sirova (VWR Chemicals, Ceska republika)

Mysi monoklondlni protilatka proti histidinové kotvé konjugovana

s kfenovou peroxidasou (anti-Hise-peroxidasa), fedéni 1:1000 v 1xPBS
(Roche Diagnostics, Svycarsko)

p-Nitrofenyl-B-D-galaktopyranosid (pNP-Gal; Senn Chemicals, Svycarsko)
Nizkomolekuldrni proteinovy marker — Amersham LMW Calibration Kit for
SDS Electrophoresis (GE Healthcare, Velka Britanie)

N,N’- Methylenbisakrylamid (Sigma-Aldrich, USA)
p-Nitrophenyl-2-acetamido-2-deoxy-f3-D-glucopyranoside (Gold
Biotechnology, USA)

SDS (Serva, Némecko)

Substrat TMB One; 3,3",5,5 -tetramethylbenzidin (Kem-En-Tec, Dansko)
TEMED (Sigma-Aldrich, USA)

TLC hlinikové desticky potazené vrstvou silikagelu (Macherey-Nagel,
Némecko)

Tris-Cl (Sigma-Aldrich, USA)

Trypton (Oxoid, Ceské republika)

Uhli¢itan sodny (Lachema, Ceska republika)

Seznam roztoku a médii
12% SDS gel

Separacni gel (1,6 ml H20, 2,0 ml 30% akrylamid, 1,3 ml Tris-Cl (1,5 M, pH
8,8), 0,05 ml 10% SDS, 0,05 ml 10% (NH4)2520s, 0,002 ml TEMED)
Zaostrovaci gel (3,4 ml H20, 0,83 ml 30% akrylamid mix, 0,63 ml Tris-Cl
(1,0 M, pH 6,8), 0,05 ml 10% SDS, 0,05 ml 10% (NHa4)2520s, 0,005 ml TEMED
3 mol/l HCI- 66 ml HCl, 186 ml ultracisté vody

2% BSA v PBS pufru (Sigma-Aldrich, USA)

5% kyselina sirova (H2504) v ethanolu



5x vzorkovy pufr (5 ml) - 0,151 g Tris; 0,3855 g DTT; 0,5 g SDS; 0,025 g
bromfenolova modf; 1,25 ml glycerol

5x elektrodovy pufr (11) - 5 g SDS; 15 g Tris; 94 g glycin

Acetatovy pufr - 0,1 M CHsCOOH, 0,2 M CHsCOONa (pH 5,0)

Bradfordovo c¢inidlo - 0,01% Coomassie Brilliant Blue G-250, 4,7% ethanol,
8,5% kyselina fosfore¢na v destilované vodé

Barvici roztok (100 ml)

0,25 g Coomasie Brilliant Blue R250; 45 ml methanol; 45 ml H20O; 10 ml 99%
kyselina octova

Ekvilibraéni pufr - 20 mM Na2HPOs, 500 mM NaCl, 20 mM imidazol (pH 7,4)
Eluéni pufr - 20 mM Na:HPOs, 500 mM NaCl, 500 mM imidazol (pH 7,4)
Elektrodovy pufr — 25mM Tris, 150mM glycin, 10% SDS

Fosforec¢nanovy pufr - 16 ml 0,2 M NaH:POs, 84 ml 0,2 M Na:HPOs, 100 ml
ultracisté vody (pH 7,5)

LB (Luria-Bertani) médium (100 ml) - 1 g trypton, 0,5 g kvasni¢ny extrakt,
1 g NaCl

LBA médium (100 ml) - 1 g trypton, 0,5 g kvasnicny extrakt, 1 g NaCl,
2 g agarosa

Mcllvain pufr - 0,1M kyselina citronov4d, 0,2M NaHPOs (pH 5,0)
Odbarvovaci roztok (1 1) - 350 ml ethanol; 100 ml kyselina octova; 550 ml H2O
PBS (pH 7,5) - 8,76 g 0,15 M NaCl, 6,9 g 0,05 M NaH:POs. H2O v 1000 ml
ultracisté vody

Promyvaci roztok PBST - 0,05% Tween 20 v PBS

TB médium (angl. Terrific Broth, 1000 ml) — 24 g kvasnicny extrakt, 20 g
trypton, 4 ml glycerol, 17mM KH2POs, 72mM K2HPOu

Vyvijeci faze na TLC (500 ml) - 350 ml propan-2-ol; 100 ml H2O; 50 ml 30%
NH«OH



3.3.

Pristrojové vybaveni

Akta Prime Plus (Amersham Biosciences, Velk4 Britanie)

Biogel P-2, gel pro gelovou permeacni chromatografii (Bio-Rad, USA)
Bruker Avance III"™ HD 400 MHz (Bruker, Velka Britanie)

Centrifugy: Minicentrifuge Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, USA),
Eppendorf Centrifuge 5804 R (Eppendorf, USA), Sorvall RC 6 Plus
Centrifuge (Thermo Scientific, USA)

Desticky na ELISA - F16 Maxisorp NUNC-Imunnomodules (Fisher
ThermoScientific, Dansko)

HPLC Nexera XR a Prominence (Shimadzu, Japonsko)

Laminarni box MSC 9 (Jouan, Velka Britanie)

Lyofilizator Lyovac GT2 (Leybold GmbH, Némecko)

pH metr pH 211 Microprocessor pH Meter (Hanna Instruments, CR)
Purifika¢ni kolona HisTrap HP Sepharose (GE Healthcare, Velka Britanie)
Sbéra¢ Pump P-1 (Pharmacia Biotech, USA)

Aparatura na SDS-PAGE elektroforézu (Bio-Rad, USA)

Sonikator UP50 H Ultra Sonic Processor (Ultrasound Technologies, Velka
Britanie)

Spektrofotometr UVmini-1240 (Shimadzu, Némecko)

Spektrofotometr UV-1700 Pharma SPec UV-ViS (Shimadzu, Némecko)
Termomixér Eppendorf Thermomixer Comfort (Eppendorf, USA)

Tiepacka IKA KS 4000 ic control (Schoeller, Ceské republika)

UV lampa, UV 240 (A. KriissOptronic, Némecko)

Vahy Precisa 80A-200M (Swiss Quality, Svycarsko)

Vakuova filtrace (Milford, MA 01757, USA)

Vortex Grant-bio (Grant Instruments, Velka Britanie)



3.4. Produkce B-galaktosidasy
3.4.1. Transformace plasmidu do E. coli

Pripraveny roztok LBA byl zahfivan, dokud se agar nerozpustil. Poté byl
sterilné pridan ampicilin (100 mg ml?) a agar byl rozlit do Petriho misek ve vrstvé
cca 1 cm. Misky byly ponechdny v laminarnim boxu ke ztuhnuti.

Mezitim byla na ledu pomalu rozmrazovana kryokonzervovana kultura
kompetentnich bunék E. coli BL21 Gold DE3 (100 pl) . Stejnym zptisobem byl
pomalu rozmrazovan zasobni roztok plasmidu obsahujici gen pro expresi -
galaktosidasy s N-termindlni histidinovou kotvou. N4as konstrukt byl ve vektoru
pET-DUET™-1 s restrikénimi misty BamHI az Pstl, ktery byl poskytnut v ramci
spoluprace s prof. L. Ellingem z univerzity RWTH v Cachach, Némecko. Po
rozmrazeni byl sterilné odebran 1 pul plasmidu, pfidan do bunééné suspenze a jemné
propipetovan. Tato smés byla inkubovana na ledu po dobu 2 min a po této dobé
byla smés dana do termomixéru o teploté 42 °C (regenerace bunék). Po uplynuti
45 s byla smés presunuta zpét na led, coz zpusobilo tepelny Sok. Po 2 min bylo
sterilné pfidano 100 pl LB média a inkubovano pri 37 °C a 300 ot./min
v termomixéru po dobu 1 hod.

Po regeneraci bunék byla smés centrifugovana (10 s; 17 200 x g), vrchni ¢ast
supernatantu byla odebrdna a spodni ¢asti byla po resuspendovani bunééného
peletu naockovana na pripravenou misku (50 ml) a ponechdna v inkubatoru na 37

°C pres noc.

3.4.2. Kultivace E. coli

Druhy den byly pfipraveny tfi sterilni 500ml Erlenmayerovy bariky se 60 ml
LB média s pfidanym ampicilinem (100 mg ml). Postupné byla do kazdého média
zaockovana prave jedna kolonie a prekultury byly inkubovany cca 17 h pti 37 °C a
220 ot./min .

Nasledujici den byly pfipraveny tfi tfilitrové Erlenmayerovy bariky s 600 ml

TB média, do kterych byl pfidan ampicilin (100 mg ml*). Do téchto tfi banék byly



prelity prekultury a hlavni kultury opét inkubovany pri 37 °C a 140 ot./min do
chvile, kdy optickd densita kultury pfi 600 nm nabyla hodnot mezi 0,6-0,8. Po
dosaZeni této hodnoty bylo pfidano do kazdé barnky 600 ul IPTG pro indukci
proteinové exprese a bariky byly inkubovany pfi 25 °C a 120 ot./min 18 hodin.

3.4.3. Zpracovani biomasy

Bunécné kultury byly centrifugovany pfi 4500 x g a 8 °C po dobu 20 min.
Bunéény pelet byl kvantitativné preveden do 50ml centrifuga¢ni zkumavky a
doplnén vychlazenym ekvilibraénim pufrem na objem 15 ml. Do falkony byl pfidan
PMSF (500 pl) jako inhibitor proteas. Pelet byl na ledu resuspendovan a sonikovan
Sesti cykly po 1 min s 2-minutovou pauzou (amplituda 52 %). Mezi kazdymi dvéma
cykly byla smés promichana. Po sonikaci byl obsah centrifuga¢ni zkumavky
rozpipetovan do 2ml mikrozkumavek a centrifugovan pfi 17 200 x g po dobu 20
min a teploté 8 °C. Supernatant byl prelit do nové centrifugacni zkumavky a
doplnén na objem 50 ml. Nafedény supernatant byl pfefiltrovan 0,8 pm filtrem a

nanesen na kolonu.

3.4.4. Purifikace B-galaktosidasy afinitni chromatografii

Galaktosidasa nesouci histidinovou kotvu byla purifikovdna pomoci
metalochelata¢ni afinitni chromatografie na koloné HisTrap™ (5 ml; GE Healthcare)
obsahujici navazané nikelnaté ionty na bazi sefarosy.

Pied nanesenim vzorku byla chromatografickd sestava Akta Prime Plus
promyta programem , wash system”, poté byla nasazena kolona a promyta nejdfive
150 ml filtrované ultracisté vody a nasledné 150 ml ekvilibra¢niho pufru rychlosti
5 ml min. Po promyvacich krocich byl nanesen vzorek (1 ml min™) a kolona byla
promyvéana (2 ml min') ekvilibracnim pufrem, dokud nebyly vymyty vSechny

nespecificky vazané proteiny.



Samotna eluce byla zahdjena elucnim pufrem po dikladném vymyti
nespecificky navdzanych proteinti. Pfi eluci byly sbirdny frakce do sterilnich
mikrozkumavek (2 ml) pfi pratoku 1 ml min. Pribéh eluce byl analyzovan pomoci
UV detektoru pfi 240 nm a nasledné bylo stanoveno v kazdé frakci mnozZstvi
proteinti pomoci Bradfordova cinidla. Frakce, kde byly koncentrace proteinti
nejvyssi, byly spojeny a dialyzovany 17 hod v 7 1 dialyza¢niho pufru EPBS a
nasledné v 71 PBS pufru.

Po eluci enzymu byla kolona jesté promyta 150 ml ultracisté vody

(5 ml min) a poté 150 ml 20% ethanolu, ve kterém je uchovavana.

3.5. Charakterizace B-galaktosidasy
3.5.1. Stanoveni cistoty a koncentrace B-galaktosidasy

Koncentrace proteinti byla stanovena metodou pomoci Bradfordova ¢inidla,
zaloZenou na kvantitativni interakci proteinti s barvivem Coomassie Brilliant Blue G-
250. Kolorimetrickd zména z hnédého roztoku na modry se spektrofotometricky
kvantifikuje pfi 595 nm. Nezndmd koncentrace proteinti se urcuje z kalibraéni
pfimky, ktera byla vytvofena pfi stejnych podminkach se standardnim proteinem
hovézim y-globulinem.

Pfi stanovovani koncentrace proteinti bylo pipetovano 100 pl vhodné
fedéného enzymu a pfidan 1 ml Bradfordova ¢inidla. Tato smés byla promichana a
za laboratorni teploty ponechdna inkubovat po dobu 15 minut. Poté se zmétila
absorbance roztoku pfi 595 nm.

Cistota pfipraveného enzymu byla ovéfena pomoci SDS elektroforézy
v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE). Prvnim krokem byla pfiprava 10% gelu,
ktery byl nanesen mezi dvé skli¢ka aparatury zhruba 1,5 cm od horniho okraje. Gel
byl pfevrstven n-butanolem, aby nedoslo k vyschnuti gelu. Po zatvrdnuti gelu byl
odsat n-butanol filtracnim papirem a po okraj byl nalit zaostfovaci gel. Do gelu byl

pridan hiebinek a za laboratorni teploty byl gel ponechdn ztuhnout.



Béhem tuhnuti gelu byl pfipraven vzorek pro elektroforézu, ktery obsahoval
20-40 mg proteinu, 5x koncentrovany vzorkovy pufr s barvivem a denatura¢nimi
¢inidly (SDS a DTT). SDS napomaha denaturaci proteinu a také udava proteinim
negativni naboj. DTT, podobné jako merkaptoethanol, ptisobi na redukci
disulfidovych mustk, a tedy rozbaleni proteinu. Takto pfipraveny vzorek byl
kratce centrifugovan v mikrocentrifuze a poté byl denaturovan pfi 99 °C po dobu 5
min. Takto pripravené vzorky byly nanaSeny automatickou pipetou do jamek SDS
gelu, ktery byl umistény do aparatury pro vertikalni elektroforézu s elektrodovym
pufrem. Do prvni jamky byl nanaSen nizkomolekuldrni marker LMW a do dalsich
jamek analyzované vzorky. Cela aparatura byla pfikryta vikem a viko pfipojeno ke
zdroji proudu s nastavenym napétim 130 V. Elektroforéza probihala, dokud se
barvivo nedostalo ke konci gelu. Po ukonceni elektroforézy byl gel vyjmut
z aparatury do Petriho misky. Gel se nejdfive obarvil roztokem Coomasie Brilliant
Blue a poté se gel odbarvil na mistech, kde nebyly proteiny, odbarvovacim

roztokem. Takto odbarveny gel byl uschovan v 1% kyseliné octové pfi 4 °C.

3.5.2. Stanoveni aktivity B-galaktosidasy

Hydrolyticka aktivita B-galaktosidasy byla stanovena spektrofotometricky.
Jako substrat byl pouzit 10mM zasobni roztok pNP-Gal ve vodé. Do
mikrozkumavek byl pfipraven roztok substratu o koncentraci 2 mmol 1! v
acetatovém pufru a temperovan na 35 °C. Pfidavkem 10 pl enzymu byla zahdjena
reakce, ktera probihala 10 minut pfi 850 ot./min. Po uplynuti této doby byla reakce
ukoncena pridanim 1 ml 0,1M uhlic¢itanu sodného. Veskery uvolnény p-nitrofenol
se po pfidani uhli¢itanu sodného zbarvil zluté a bylo mozné kvantifikovat

zabarveni spektrofotometricky pfi 420 nm (viz Obr. 10).



Meéfteni probihalo ve tfech na sobé nezavislych stanovenich a z primérnych hodnot

byla vypocitana aktivita pomoci vztahu 3:

ABS V. ted
KVet

AKT = )

kde AKT oznacuje objemovou aktivitu [U ml'], ABS priimér znaméfenych
absorbanci, V. celkovy objem reakéni smési [ul] (v tomto pripadé 50 pl), fed fedéni
enzymu pro stanoveni, K konstanta zavislosti absorbance p-nitrofenolu na jeho
koncentraci vychazejici z kalibra¢ni pfimky [l mmol?] (viz Obr. 11), Ve objem
pfidaného enzymu [ul] (10 pl) a f reakéni doba [min]. 1 U je definovana jako takové

mnozstvi enzymu, které rozstépi 1 umol substrdtu za minutu za podminek

stanoveni.
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O
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HO NO2
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Obr. 10: Schéma reakce pouzZivané ke stanoveni hydrolytické aktivity enzymu se substritem pNP-
Gal (vytvoreno v programu ChemDraw Prime). p-Nitrofenol v bazickém prostiedi prechdzi do deprotonované

formy, kterd je barevnd.

pH optimum p-galaktosidasy bylo stanoveno v prostfedi Britton-
Robinsonova pufru, ktery je univerzalni svoji Skalou rozmezi hodnot pH 2 az 10.
Tento pufr se pouzival jak v samotné reakéni smési, tak k potfebnému fedéni
enzymu. I toto stanoveni probihalo pifi 35 °C, 850 ot./min, ve tfech na sobé
nezavislych paralelnich méfenich. Hodnoty ziskané z paralelnich méfeni byly
zprumérovany, byl sestrojen graf zavislosti aktivity enzymu na pH a byla odectena

optimalni hodnota pH (v maximu enzymové aktivity).



Teplotni optimum bylo stanoveno ve fosfatovém pufru pH 6,5. Teplotni
rozsah, ve kterém se méfilo, byl v rozmezi od 20 °C do 80 °C, kdy se enzym
inaktivoval. Teplota byla zvySovana po 5 °C. Méfeni probihalo ve tfech na sobé
nezavislych paralelnich stanovenich, jejichz priméry byly vyneseny do grafu v
zavislosti na teploté stanoveni. Byla odectena hodnota teplotniho optima enzymu,
v maximalni hodnoté enzymové aktivity.
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Obr. 11: Kalibracni ptimka zdvislosti absorbance na koncentraci p-nitrofenolu pro stanoveni
enzymové aktivity. Linedrni regresi byla proloZena primka s rovnici Aso = 0,7246xc(pNP) se stanovenou

konstantou umernosti K= 0,7246.

3.5.3. Stanoveni kinetickych parametrti p-galaktosidasy

Méfeni kinetickych vlastnosti enzymu probihalo kontinualni metodou na
UV-1700 Pharma Spec spektrofotometru Shimadzu. Tento pfistroj disponuje dvéma
drzaky na kyvety, kdy se jedna pouziva jako referenéni a druhd jako mérna. Do
jedné se pfipravil referencni vzorek obsahujici pouze pufr. Do druhé se pfipravil
roztok pufru a substratu o dané koncentraci v rozmezi od 0,005 do 0,11 mmol 1.
Reakce byla zahdjena pfidanim enzymu a rychlym promichdnim pipetou. Ihned po
promichdni byla kyveta vloZena do spektrofotometru a byla méfena zavislost
zmény absorbance pfi 348 nm na c¢ase po dobu 90 s. Stanoveni bylo provadéno ve
tfech na sobé nezavislych méfenich. Ziskané hodnoty pocatecnich rychlosti reakce

byly vyneseny do grafu zavislosti na vychozi koncentraci substratu a kinetické



parametry Kv [mmol '] a Vmax [mmol 1! min'] byly ziskdny nelinedrni regresi v
programu GraphPad 7.0. Pro vypocet poc¢atecnich rychlosti enzymovych reakci pro
danou koncentraci substratu byl vyuZit koeficient Agss 0 hodnoté 5,3327 1 mmol™

cm, vychdzejici ze vztahu 4:

Ags,g = €348 p—nitrofenolu — €348 pNP-Gal (4)

3.6. Enzymova syntéza sacharidu
3.6.1. Metody analyzy sacharidi a pribéhu jejich syntézy

Nejcastéji vyuzivand analytickd metoda pfi syntéze sacharidi je
chromatografie na tenké vrstvé (TLC). Tato metoda je zalozena na rozdilné afinité
latek ke staciondrni a mobilni fazi. Jeji vyhoda je predevSim nendro¢nost na material
a provedeni. Slouceniny vzlinaji s mobilni fdzi na povrchu stacionarni faze.
Separace molekul probiha na zdkladé jejich polarity a velikosti. Proto 1ze ménit
polaritu mobilni faze za tucelem zmény retencniho faktoru. Podle poméru
vzdalenosti, kterou urazil vzorek od startu, a vzdalenosti mezi celem desticky a

startem se stanovuje retencni faktor dle vztahu (5):

urazena vzdalenost vzorku od startu

= )

f ™ urazena vzdalenost tela mobilni faze od startu

Vzorky byly nanaseny sklenénou kapildrou o malém objemu (5 pl) na
komercni hlinikové plisky potazené vrstvou silikagelu. Desticka byla vloZena do
vyvijeci komtirky s mobilni fdzi a ponechana inkubovat, dokud mobilni faze
nevzlinala az ke konci destic¢ky. Poté byla desticka vysuSena, analyzovdna pod UV
lampou pro detekci piipadnych UV-aktivnich latek. Nasledné byla desticka

ponofena do 5% roztoku kyseliny sirové v ethanolu a rozdélené vzorky byly



karbonizovany horkovzdusnou pistoli.

|
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Obr. 12: Schéma tenkovrstvé chromatografie (prevzato a upraveno z [80]). 1- vyvijeci cela s mobilni fazi,
do které je vlozena desticka; 2- uzaviend vyvijeci komiirka se vzlinajicimi vzorky; 3- rozdélené vzorky na

desticce

Druhou analytickou metodou uzivanou v této praci je vysokoucinna
kapalinova chromatografie (HPLC). Zakladem je undseni vzorku mobilni fazi a
rozdilna distribuce latek mezi mobilni a staciondrni fazi. Produkty byly separovany
na HPLC systému firmy Schimadzu za pouZiti gradientové hydrofilni interakéni
chromatografie (angl. , hydrophilic interaction liquid chromatography”, HILIC). Jedna
se o silikagelovou kolonu s navazanymi karbamoylovymi zbytky. Jako mobilni faze
byla pouzita faze acetonitril/voda (gradient 0-7 min 78/22, 8-20 min 65/35, 21-25 min
65/35, 26-35 min 78/22).

Treti metodou vyuZitou v této praci byla nukledrni magneticka rezonance
(NMR spektroskopie). Jedna se o analytickou metodu, kterd je zaloZena na absorpci
radiofrekvenéniho zafeni vzorkem umisténym v silném magnetickém poli
poskytujici informaci o struktufe zkoumané latky. Plisobenim magnetického pole
na jaderné spiny zptisobi jejich rozstépeni na dvé energetické hladiny. Cim je vnéjsi
magnetické pole silné€jsi, tim bude i vétsi stépeni. Pokud takto rozstépeny systém
ozafime radiofrekvencénim zafenim, dochdazi k excitaci spinti z nizsi energetické
hladiny do hladiny vyssi. Nasledné dochéazi k méfitelné deexcitaci [81]. Vyuziva se
jak k analyze struktury nizkomolekuldrnich latek, tak i k objasnéni interakci vétSich

molekul, napft. bilkovin.



3.6.2. Priprava TF antigenu

Pro pfipravu TF antigenu (3-D-Gal-(1—3)-D-GalNAc) v analytickém méfitku
byl pouzit pNP-Gal (30 mmol 1) jako donor a GalNAc (300 mmol I!) jako akceptor.
Reakéni smés byla pfipravena v 50mmol/l acetatovém pufru pH 5 nebo ve
fosfore¢nanovém pufru pH 7,5 s 20% nebo 40% acetonitrilem pro porovnani
kvantity produktt vznikajicich v rozdilném pH. Reakce byla katalyzovana (-
galaktosidasou BgaC v mnozstvim 0,04-0,10 U. Celkovy objem analytické reakce
¢inil 200 pl.

Pro preparativni reakci bylo navdZzeno 4X9 mg pNP-Gal a 4X66,4 mg
GalNAc do 1,5ml mikrozkumavek. Poté bylo pfidano 4X741 pl acetatového pufru
pH 5 a 254 pl acetonitrilu, ktery celkové tvoril 20 obj. % reakce. Mikrozkumavky se
nechaly nékolik minut za stdlého michani v termomixéru vytemperovat na 35 °C.
Pak bylo priddno 40,15 U enzymu, ¢imz byla reakce zahdjena, a termomixér byl
nastaven na 850 ot./min. Reakcni smés byla v pravidelnych intervalech analyzovana
pomoci tenkovrstvé chromatografie, az do témét uplné konverze donoru, kdy byla
reakce zastavena inaktivaci enzymu pii 99 °C po dobu 3 minut. Reakéni doba se
pohybovala okolo 6 hodin. Po ukonceni reakce byly mikrozkumavky
centrifugovany pfi 17 200 x g po dobu 10 min. Na dné mikrozkumavek ztstal po
centrifugaci denaturovany enzym a supernatant byl odebran do banky.
Mikrozkumavky byly jesté promyty 100 pl destilované vody, opét centrifugovany
a supernatanty byly spojeny. Spojené supernatanty byly naneseny na pfipravenou
kolonu gelové permeacni chromatografie Biogel P-2 v ultracisté vodeé jako mobilni

tazi o pratoku 7,6 ml/hod. Naneseny vzorek byl jesté tfikrat pfevrstven mobilni fazi.
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OH_OH OH_OH
Slon T S o8
HO ~ OH p-galaktosidasa HO o) OH
OH HN)I=O

z B. circulans
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Obr. 13: Reakéni schéma pripravy TF antigenu (vytvoreno v programu ChemDraw). Transglykosylace

s donorem pNP-Gal a akceptorem GalNAc za katalyzy f-galaktosidasou z Bacillus circulans.



Byly sbirdny frakce o objemu 2 ml a analyzovany pomoci TLC spolecné
s reakéni smési pro porovnani. Frakce, které obsahovaly nas produkt bez necistot,
byly slity a lyofilizovany. Po lyofilizaci byly produkty analyzovany pomoci HPLC
a NMR.

3.6.3. Priprava disacharidu pNP-LacNAc typ 1

Postup pro pfipravu disacharidu pNP-LacNAc typ 1 (B-D-Gal-(1—3)-B-D-
GlcNAc-(1—0)-pNP) byl obdobny jako pfi pfipravé TF antigenu. Nejprve se
vyzkousSela pfiprava v analytickém méftitku. Jako donor v této reakci byl pouzit
pNP-Gal (30 mmol 1) a akceptor pNP-GIcNAc (50 mmol 17). Reakce byla opét
testovana v acetdtovém pufru pH 5 i ve fosfore¢nanovém pufru pH 7,5. V obou
smeésich byl pfitomen 20% acetonitril. Reakce byly katalyzovany enzymem (0,15-

0,30 U).
OH Ho‘ﬁ%hoﬁ) HO@ 2
OH_OH OH
HO O @NOZ ;_A &_/HO ®) ©N02
O dasa HO O S ’:;._\_ @)
NH OH Hr}z
O
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Obr. 14: Reakcni schéma pfipravy pNP-LacNAc typ 1 (vytvoreno v programu ChemDraw).
Transglykosylace pNP-Gal na akceptor pNP-GIcNAc za katalyzy f-galaktosidasou z Bacillus circulans.

Pro preparativni reakci bylo pfipraveno 4 X 9 mg pNP-Gal a 4 X 17,1 mg
pNP-GIcNAc do mikrozkumavek. Do mikrozkumavek byl pfidan acetatovy pufr
pH 5 (741 pl) a acetonitril (254 pl) o vysledné objemové koncentraci 20 obj. %.
Mikrozkumavky byly vloZeny do termomixéru a temperovany na 35 °C. Pak byl do
smési pfidan enzym (1,5 U) a termomixér byl nastaven na 850 ot./min. Priibéh
konverze byl kontrolovan pfiblizné kazdou hodinu pomoci TLC. Ptfiblizné po 6
hodinach, kdy donor zreakce téméf vymizel, byla reakce zastavena inaktivaci

enzymu pii 99 °C po dobu 3 minut. Po inaktivaci enzymu byly mikrozkumavky



centrifugovany 10 minut pfi 17 200 x g. Supernatant byl pfenesen do bariky, obsah
mikrozkumavek byl proplachnut 100 pl vody, po centrifugaci byly vSechny
supernatanty spojeny, naneseny na gelovou kolonu a prevrstveny ultracistou
vodou, ktera byla zaroven mobilni fazi. Pfi pratoku 7,6 ml min? méla kazda frakce
objem asi 2 ml. Frakce byly nasledné analyzovany pomoci TLC. Ty, které

obsahovaly ¢isty produkt, byly spojeny a lyofilizovany.

3.7. Stanoveni afinity disacharidi pomoci kompetitivni metody ELISA

U pripravenych sacharidovych ligandi byla stanovena afinita ke Gal-1 a Gal-
3 pomoci kompetitivni metody ELISA.

Galektiny byly pfipraveny rekombinantni expresi a purifikovany dle
standardniho postupu dle Tavares et al. [82]. Purifikace probihala pomoci
metalochelata¢ni afinitni chromatografie na koloné HisTrap™ (5 ml, GE
Healthcare). Galektiny s histidinovou kotvou byly eluovany eluénim pufrem
obsahujicim 250 mM imidazol. Vysledné frakce obsahujici galektin byly spojeny a
dialyzovany pfes noc v 7 EPBS pufru. Vysledny protein byl filtrovdn a skladovan
pfi 4 °C. Produkce a nasledna purifikace byla totoZznd pro Gal-1 i Gal-3.

Pro stanoveni ELISA byla prvni den experimentu pfipravena 96-jamkova
mikrotitracni desticka a na dno jamek bylo multikandlovou pipetou pipetovano do
kazdé jamky 50 pl 0,1 pmol/l roztoku asialofetuinu (ASF) v PBS pufru. Desticka byla
prikryta plastovym krytem a ponechdna inkubovat pfes noc pri laboratorni teploté.
ASF se pouziva jako standardni imobilizovany kompetitor pro vazani galektinti.
Jednd se o multivalentni glykoprotein prezentujici tfi triantendrni N-glykany
zakoncené LacNAc [83].

Druhy den experiment byly potfebné roztoky temperovany na laboratorni
teplotu. Pak byla desticka promyta 3 X 250 pl PBST pufrem pro odstranéni
nenavazaného ASF. Poté byla jamka blokovana roztokem 2% hovéziho sérového

albuminu (BSA) v PBS pufru po dobu 1 hodiny. Zatim byly pfipraveny roztoky



inhibitorti a 20 pmol/l zasobni roztoky Gal-1 a Gal-3. Po blokovani byla jamka znovu
promyta 3 X 250 ul PBST pufru a nasledné byly pipetovany vzorky o rtznych
koncentracich inhibitoru v objemu 25 ul do jednotlivych jamek. Po naneseni viech
vzorki bylo do vSech jamek pfidano 25 ul Gal-1 nebo Gal-3 a jamky byly
promichany poklepanim. Vzorky byly inkubovany dvé hodiny pfi laboratorni
teploté, po inkubaci byly jamky znovu promyty 3 X 250 pl PBST pufru a navazany
galektin byl oznacen 50 ul mysi protilatky proti histidinové kotvé (Anti-Hise-
peroxidasa, fedéni 1:1000) konjugované s kfenovou peroxidasou. Po hodinové
inkubaci byly jamky promyty 3X250 ul PBST pufru a desticka byla pfenesena do
temné mistnosti. Zde byl pfidan fotosenzitivni substrat TMB One (50 pl) pro
konjugovanou peroxidasu, a zahdjila se tak tvorba barevného produktu. Po
zabarveni reakénich smési v jamkach odpovidajici absorbanci cca 1,0 byla reakce
zastavena pridanim 50 ul 3 mol/l HCIl. Kolorimetricka reakce byla kvantifikovana
pfi 450 nm na pfistroji Magellan Sunrise. Naméfené hodnoty byly vyhodnoceny
nelinedrni regresi programem GraphPad Prism, kde se vynaSela zavislost
absorbance na logaritmu koncentrace testovanych ligandd — inhibitori a byla

ziskana hodnota ICso.

%;EK%K 3.3',5,5'-Tetramethylbenzidin
HCIAK/TMB

HRP

B N-acetylglukosamin
O galaktosa

[ N-acetylgalaktosamin

@ mannosa
A TF antigen
@ LacNActyp 1

Obr. 15: Schéma kompetitivni ELISA metody (pievzato a upraveno z [83]). Pfipravené produkty (TF
antigen a LacNAc typl) soutéZi o vazebné misto na galektinu s imobilizovanym ASF. HRP - horseradish
peroxidase, kienovd peroxidasa konjugovand na protildtce Anti-Hise; TMB - 3,3,5,5-tetramethylbenzidin,

substrit, ktery se po oxidaci zméni na barevny produkt



4. Vysledky

4.1. Produkce a purifikace B-galaktosidasy v E. coli

Plasmid nesouci gen B-galaktosidasy z Bacillus circulans BgaC byl ziskan ze
spolupracujictho pracovisté prof. L. Ellinga, RWTH Cachy, Némecko. Tento
plasmid byl transformovan do kompetentnich bunék E. coli BL21 GOLD DE3.
Exprese B-galaktosidasy byla indukovana pfidavkem IPTG. Purifikace enzymu
probihala pomoci afinitni chromatografie na HisTrap koloné, na bazi sefardzy
nesouci Ni* ionty, na néz se enzym s histidinovou kotvou specificky vaze, s eluci
vysokou koncentraci imidazolu. Imidazol byl z roztoku purifikovaného enzymu
odstranén pomoci dialyzy. Pokud je sterilné prefiltrovan, enzym je nékolik mésicti

stabilni pfi 4 °C.
kDA LBAW BgaCcl  BgaCca Pred purifikaci

aro
68,0

45,0

30.0

20,1
144

c1 — enzym BgaC o koncentraci 10,8 mg ml'; BgaC ¢2 — enzym BgaC o koncentraci 54 mg ml'; Pred

purifikaci — bunécny extrakt pred nanesenim na kolonu.

Buriky mohly byt s vyhodou pied purifikaci pfes noc zmrazeny. Doslo tak k
dokonalejsimu rozruseni bunééné stény a bylo mozZné zvysit produkci enzymu az o
20%. Molekulova hmotnost enzymu BgaC je 66,8 kDa, coZ bylo potvrzeno i SDS
elektroforézou dle LMW markeru. Na produkci bylo pouzito 1 g bunék ze 100 ml



média a bylo ziskano 134 mg enzyme o specifické aktivité 1,2 U/mg.

4.2. Biochemicka charakterizace B-galaktosidasy

pH optimum Pegalaktosidasy BgaC bylo stanovovano diskontinudlni
metodou v prostfedi univerzalniho Britton-Robinsonova pufru v rozsahu hodnot
pH 2-9,5. Jako substrat byl pouzit chromogenni substrat p-nitrofenyl-B-D-galaktosid
(pNP-Gal). Z priimérnych hodnot byl sestaven graf zavislosti zbytkové aktivity

enzymu v procentech na pH. Z grafu (viz obr. 17) byla odectena hodnota pH optima

enzyme pii pH 6,5.
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Obr. 17: Zavislost zbytkové aktivity enzymu BgaC na pH.

Teplotni optimum enzymu bylo méfeno s tymz substrdtem ve
fosforecnanovy pufru pH 6,5 (tj. v hodnoté pH optima) v rozmezi od 10 °C do 85
°C. Pfi kazdé teploté byla provedena tfi nezdvisla méfeni hydrolytické aktivity
enzymu a z jejich primérnych hodnot byl sestaven graf (viz obr.18) zavislosti
procentudlni zbytkové aktivity enzymu na teploté. Z grafu je patrné, Ze nejvyssi
hydrolyticka aktivita enzymu byla pii 60 °C. To je klasicky profil zavislosti aktivity
na teploté nalézany u glykosidas [84]. Experimentalné tato teplota neni vhodna pro
transglykosylac¢ni reakce, jak bude rozepsano v dalsi kapitole, jelikoz se jedna o

teplotu optimalni pro maximalni hydrolyzu a nikoliv pro transglykosylaci. Dal$im



diivodem je nestabilita enzymu pfi této teploté po delsi dobu nez jedné hodiny [84].
V praxi by to znamenalo, Ze pfi transglykosylacnich reakcich, které vétsinou trvaji

okolo 5 hodin, by se enzym v prvni ¢asti reakce teplotou prakticky inaktivoval.
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Obr. 18: Zavislost zbytkové aktivity enzymu BgaC na teploté.

Poslednim stanovovanym biochemickym parametrem B-galaktosidasy BgaC
bylo stanoveni kinetickych parametr{i. Pro toto méfeni byl opét pouzit standardni
substrat pNP-Gal v rozmezi koncentraci od 0,005 do 0,11 mmol 1.

Meéfeni bylo provadéno kontinudlni metodou pfi vlnové délce 348 nm. Pfi
této vinové délce ma p-nitrofenol isosbesticky bod, coz je vlnova délka, kdy ma p-
nitrofenol a jeho ionizovand forma (fenolat) stejny extinkéni koeficient a nachdazi se
v pruseciku obou spekter. Pfi této vlnové délce je vSak nutno vzit v tvahu I
nezanedbatelnou absorbanci samotného substratu pNP-Gal, coz snizuje citlivost
stanoveni a umozinuje méfit pouze v nizSim rozsahu koncentraci substratu.
Kontinudlni méfeni aktivity je proto vhodné pouze pro enzymy s nizkou hodnotou
Km. Z namétenych hodnot byl zpracovan graf zavislosti pocatecni reakéni rychlosti
na koncentraci substratu (viz Obr. 17)

Vyhodnoceni této zavislosti bylo provedeno nelinedrni regresi pomoci

programu GraphPad Prism a byly stanoveny kinetické parametry:



Km =13 £ 2 pmol 1" a kaat= 0,84 + 0,038 s'. Katalytickd €innost enzymu, ktera se

definuje jako pomér ket/Kwm, byla 64,1 1 mmol* s.
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Obr. 19: Zavislost pocitecni rychlosti hydrolyjzy substratu pNP-Gal f-galaktosidasou BgaC na

koncentraci substrdtu.

4.3. Transglykosylacni reakce
4.3.1. Ptiprava TF antigenu

Optimalizace podminek pro regioselektivni syntézu TF antigenu (B-D-Gal-
(1-3)-D-GalNAc) probihala ve dvou rtznych pH (5 a 6,5) a dvou rtznych
koncentracich acetonitrilu jako kosolventu (20 % a 40 obj. %). Acetonitril se do
transglykosylacnich reakci s glykosidasami ¢asto pfidava pro sniZeni aktivity vody
a zvySeni transglykosylacni aktivity enzymu [85,86]. Po rozpusténi donoru pNP-
Gal a akceptoru GalNAc ve smési pufru a kosolventu a pfidani enzymu byla
sledovana reakcni konverze a vznik produktu pomoci TLC. Reakce obsahujici vétsi

mnozstvi acetonitrilu probihaly pomaleji a mély nizsi konverzi. Pro syntézu TF



antigenu bylo proto zvoleno pH 5, protoZe reakce dosahovala vétsi konverze nez

pH 6,5, a spotfebovalo se tedy méné enzymu.
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Obr. 20: Srovndni pritbéhu syntézy TF antigenu za katalyzy enzymem BgaC v pH 5 a pH 6,5 po 4

hodindch. 1-donor pNP-Gal; 2- reakcni smés pti pH 5; 3- reakcni smés pii pH 6,5; 4- akceptor GalNAc; A-
p-nitrofenol; B - pNP-Gal; C- GaINAc; D- vznikajici produkt TF antigen

Jako vhodné mnozZstvi enzymu v preparativni reakci o objemu 1000 ul bylo
stanoveno mnozstvi odpovidajici aktivité 0,05 U. Reakce s menSim mnozZstvim
enzymu trvaly déle nez 8 hodin, na druhou stranu s vétSim mnoZstvim enzymu
trvaly pouhou 1 hodinu a pfevazoval vznik hydrolytického produktu.

Po ukonceni preparativni reakce byl produkt purifikovan gelovou permeacni
chromatografii (Biogel P-2) a ¢isty produkt byl lyofilizovan.

Bylo pfipraveno 10 mg TF antigenu (22 %). Cistota 92 % stanovena pomoci
HPLC (viz Obr. 20). Pro toto stanoveni byla pouZita metoda hydrofilni interakéni
chromatografie (HILIC) s gradientovou eluci. Struktura produktu byla potvrzena
NMR (Priloha 1).
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Obr. 21: Priibéh syntézy TF Antigenu v pH 5 po 5 hodindch. 1- donor pNP-Gal + galaktosa; 2- reakcni

smés; 3- reakcni smés; 4- akceptor GaINAc; A- p-nitrofenol; B- pNP-Gal; C- GalNAc; D- laktosa; E- vznikajici

produkt TF antigen.

50 PDA Rulti 1 200nm,4ﬂ
o
J )

et

40
30

204

T T 'l""l""l""l""l""l'

0,0 25 50 7.5 10,0 125 15,0 17,5 20,0
min

Obr. 22: HPLC chromatogram purifikovaného TF antigenu-cistota 92 %. (kolona HILIC, detekce pri

200 nm, 25 °C, priitok 1 ml min’, acetonitril/voda); 1-f-D-Gal-(1—3)-D-GalNAc; 2- a-D-Gal-(1—3)-D-

GalNAc

4.3.2. Ptiprava disacharidu pNP-LacNAc typ 1

K optimalizaci podminek pro syntézu funkcionalizovaného disacharidu
pNP-LacNAc typ 1 (B-D-Gal-(1—3)-D-GIcNAc-(1—0)-pNP) byl pouzit donor pNP-
Gal a akceptor pNP-GIcNAc. V analytickych transglykosylaénich reakcich byly
testovany rozdilné koncentrace acetonitrilu (20 a 40 obj. %), rtizné hodnoty pH (5 a
6,5) a rizné mnozstvi enzymu (0,75-1,5 U/ml). Konverze byla analyzovana pomoci
TLC. Reakce se 40 obj. % acetonitrilu vykazovaly mnohem nizsi vytéZzky nez se 20
obj. % acetonitrilu. Proto byly jako optimalni pro tuto transglykosylacni reakci
zvolen obsah acetonitrilu 20 obj. % a pH 5, jak tomu bylo i pfi syntéze TF (viz Obr.

21). Mnozstvi enzymu v preparativni reakci o objemu 1000 ul bylo zvoleno 1,5 U/ml.



Reakce s menSim mnozstvim enzymu neposkytovaly dostatecnou konverzi a

transglykosylace byla prilis pomala.

e
Obr. 23: Srovndni priibéhu syntézy pNP-LacNAc typ 1 v pH 5 a pH 6,5 po 5 hodindch. 1- donor pNP-

Gal; 2- reakéni smés pii pH 5; 3- reakéni smés pti pH 6,5; 4- akceptor pNP-GIcNAc; A- p-nitrofenol; B- pNP-
GIcNAc; C- pNP-Gal; D- p-D-Gal-(1 —3)-D-GIcNAc-(1 —O)-pNP; E- regioizomer [3-D-Gal-(1 —6)-D-
GIcNAc-(1—0)-pNP; F- vedlejsi produkt -D-Gal-(1—6)-D-Gal-(1—0)-pNP

Po uplné konverzi donoru byla preparativni reakce zastavena a produkty
reakce byly purifikovan gelovou permea¢ni chromatografii (Biogel P-2). Cisty B-D-
Gal-(1—3)-B-D-GIcNAc-(1—0)-pNP byl lyofilizovan. Vedlejsi produkty reakce B-D-
Gal-(1— 6)-B-D-GIcNAc-(1— O)-pNP a B-D-Gal-(1 — 6)-B-D-Gal-(1 — O)-pNP byly
analyzovany pomoci HPLC, ale dale neizolovany, nebot nebyly eluovany v
dostatecné Cistoté. Jejich struktura byla odhadnuta porovndnim s autentickymi
standardy metodou HPLC.

V preparativni transglykosyla¢ni reakci bylo pfipraveno 8 mg produktu -D-
Gal-(1—3)-D-GlcNAc-(1—0)-pNP (vytézek 15%). Cistota izolovaného produktu 97
% byla stanovena pomoci HPLC (viz Obr. 23). Struktura byla potvrzena NMR
spektroskopii (Pfiloha 2).
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Obr. 24: Priibéh syntézy LacNAc-O-pNP typ 1 po 6 hodindch. 1- standard donoru pNPGal; 2- reakcni
smés pii pH 5; 3- reakéni smés pii pH 6,5; 4- standard akceptoru pNPGIcNAc; A- p-nitrofenol; B- pNP-
GIcNAc; C- pNP-Gal; D- f-D-Gal-(1—3)-D-GIcNAc-(1—0)-pNP; E-f-D-Gal-(1—6)-D-GIcNAc-(1—0)-
pNP; F-3-D-Gal-(1—6)-D-Gal-(1—0)-pNP
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Obr. 25: HPLC chromatogram purifikovaného disacharidu pNP-LacNAc typ 1- ¢istota 97 %. (kolona

HILIC, detekce p#i 200 nm, 25 °C, priitok 1 ml min, acetonitril/voda)

4.4. Vazebna afinita pfipravenych liganda ke Gal-1 a Gal-3

U obou pfipravenych disacharidovych ligandi byla pomoci kompetitivni
ELISA metody stanovena vazebna afinita ke Gal-1 a Gal-3. Vazebna afinita byla
stanovena jako schopnost inhibovat vazbu galektinu k imobilizovanému
standardnimu ligandu asialofetuinu. Vysledkem stanoveni byla hodnota ICso, tedy
koncentrace ligandu, pfi které je dosazeno 50% inhibice vazby galektinu na
imobilizovany asialofetuin. Mnozstvi zbytkového galektinu navdzaného do jamky

bylo stanoveno pomoci komeréni protilatky proti histidinové kotvé konjugované s



kfenovou peroxidasou. Po pfidani chromogenniho substratu 3,3',5,5'-
tetramethylbenzidin bylo zbytkové mnozstvi galektinu v jamce méfeno
spektrofotometricky pfi 450 nm. Navazané mnozZstvi galektinu bylo nepfimo
umeérné inhibic¢ni schopnosti testovaného ligandu a jeho koncentraci.

Galektiny s histidinovou kotvou byly pfipraveny rekombinantni expresi v
E. coli Rosetta (DE3) pLysS a naslednou purifikaci na afinitni chromatografii. Bylo
ziskano 4,2 g bunék ze 600 ml média obsahujici Gal-1, ze kterych bylo ziskano 37
mg Gal-1. Na purifikaci Gal-3 bylo pouZzito 4,7 g bun€k ze 600 ml média a bylo
dosazZeno vytézku 38 mg proteinu.

Pripravené disacharidové ligandy byly proméfeny zaroven se dvéma
komerénimi standardnimi ligandy, a to laktosou a disacharidem LacNAc typ 2
(B-D-Gal-(1 — 4)-D-GlcNAc). Méfeni probéhlo ve tfech nezavislych stanovenich,
ziskand data byla vyhodnocena nelinearni regresi v programu GraphPad Prism a

byla odectena hodnota ICso (viz Obr. 26,27).

Tab. 1: Inhibi¢ni potencial (ICso) pfipravenych disacharidovych liganda viici Gal-1

ICs0 [pmol 1]

Inhibitor 1. paralelka 2. paralelka 3. paralelka primér smér. odchylka
Laktosa (standard) 244 303 361 303 47,8
LacNAc typ 2 (standard) 50 58 53 54 3,3
pNP-LacNAc typ 1 157 117 169 148 22,2

TF antigen 7061 6653 6600 6771 206,0
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Obr. 26: Priibéh zdvislosti miry inhibice vazby Gal-1 na ASF na koncentraci testovanich

sacharidovijch ligandii (vytvoreno v programu GraphPad Prism7.0)



Tab. 2: Inhibi¢ni potencial (ICso) pfipravenych disacharidovych liganda vici Gal-3

ICs0 [umol 1]

Inhibitor 1. paralelka 2. paralelka 3.paralelka primér smér. odchylka
Laktosa (standard) 141 130 125 132 6,7
LacNAc typ 2 (standard) 31 31 33 32 0,9
LacNActyp 1 30 40 32 34 4,3
TF antigen 230 340 230 267 51,9

100
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Obr. 27: Pribéh zdvislosti miry inhibice vazby Gal-3 na ASF na koncentraci testovanijch

sacharidovijch ligandii (vytvoreno v programu GraphPad Prism7.0)

Z naméfenych hodnot vyplyva, Ze pfipraveny produkt TF antigen je zhruba
25x selektivnéjsi ke Gal-3 nez ke Gal-1. Jeho hodnota ICso pfi inhibici vazby Gal-1
na ASF je 6771 umol I}, zatim co pro Gal-3 je to 267 umol I'. pNP-LacNAc typ 1 jevi
srovnatelné inhibiéni vlastnosti ke Gal-3 jako jeho analog LacNAc typ 2. Pfi vazbé
na Gal-1 ma vsak tento ligand témér tfetinovy inhibi¢ni potencial v porovnani s

LacNAc typ 2. Jeho ICso vypovida o 3x vyssi selektivé ke Gal-3.



5. Diskuze

B-galaktosidasa je rozsifeny enzym, ktery lze najit jak u mikroorganismu a
rostlin, tak u zivocichti. Patfi do rodiny glykosidas, které stépi glykosidovou vazbu.
Tato vlastnost nachazi své vyuZiti nejen in vivo, ale i in vitro. Casto se vyuziva v
potravindiském pramyslu pfi vyrobé bezlaktosovych potravin [12]. Isoforma BgaC
B-galaktosidasy z Bacillus circulans je specifickd tim, Ze je dle literatury
regioselektivni pro tvorbu glykosidové vazby [(1—3) [87], coz je vyjimecné v
porovnani s ostatnimi isoformami galaktosidas izolovanych z tohoto
mikroorganismu.

Cilem této prace bylo heterologni expresi pfipravit B-galaktosidasu BgaC v
E. coli a charakterizovat ji jak z hlediska biochemickych vlastnosti (pH optimum,
teplotni optimum, kinetické parametry), tak z hlediska transglykosyla¢nich
schopnosti. Optimalizaci reakénich podminek jsem pripravil dva disacharidy s
vazbou ((1—3), obé latky jsem izoloval gelovou chromatografii a stanovil jejich

afinitu ke dvéma proteiniim Gal-1 a Gal-3 pomoci kompetitivni ELISA metody.

Enzym BgaC byl produkovan heterologni expresi v E. coli Gold DE3 z
plasmidu, ktery =ziskalo Skolici pracovisté od spolupracujictho pracovisté
(Universita RWTH v Cachach). Konstrukt enzymu nese na N-konci histidinovou
kotvu, takze byla k jeho purifikaci vyuzita afinitni chromatografie. Purifikace
afinitni chromatografii dosdhla dobrého vytézku 22 mg proteinu na 100 ml média.
Cistota enzymu byla stanovena pomoci SDS-PAGE elektroforézy na vice nez 95%,
coz ukazuje na vysokou selektivitu purifikace. K vysokeé selektivité vazby na afinitni
matrici pfispéla téz pritomnost 20mmol 1! koncentraci imidazolu v ekvilibraénim
pufru, coZ zamezilo nespecifickym vazbam protein na koloné. Purifikovany enzym

byl dlouhodobé stabilni pfi 8 °C déle nez rok Kritickd hranice koncentrace pro



uchovavani delsi dobu byla 20 mg ml; pfi vyssi koncentraci mél enzym tendenci
precipitovat z roztoku za ztraty aktivity.

Biochemicka charakterizace zahrnovala zjisténi pH a teplotniho optima a
kinetickych parametria. Zjisténé pH optimum 6,5 je srovnatelné s publikovanym
udajem pH 6 [87]. Srovnatelnd je i hodnota teplotniho optima, které v obou
pripadech vyslo 60 °C.

Pfi optimalizaci pripravy disacharidii bylo pH jednim z klicovych faktort.
Zatimco pii pH 6,5 (pH optimum) dosahovala hydrolyticka aktivita enzymu
nejvyssich hodnot, pfi syntéze prokazala nizsi konverzi nez ptfi pH 5, kdy ma
enzym 94 % hydrolytické aktivity v porovnani s pH optimum. Pro potlaceni
hydrolytické aktivity byla 20 obj. % acetonitrilu stanoveno jako vhodnéjsi nez vyssi
obsah. Pfi koncentraci 40 obj. % acetonitrilu nebyla zjisténa vys$si inhibice
hydrolytické aktivity ani vys$si selektivita reakce a za stejnou dobu vykazovala
reakce mnohem nizsi konverzi. Reakce probihala pfi teploté 35 °C. Vyssi teplota by
enzym nezdenaturovala, ale podnitila by hydrolyzu na tkor transglykosylacni
reakce, coz by vedlo ke sniZeni vytézku.

Byla provedena enzymova syntéza dvou disacharida: TF antigen a pNP-
LacNAc typ 1. TF antigen byl pfipraven v mnozstvi 10 mg odpovidajici 22 %
vytézku. LacNAc typ 1 byl pfipraven v mnozstvi 8 mg, s 15% vytézkem. I kdyz
vytézky nedosahuji vysokych hodnot z objektivniho méfitka, jsou tyto syntézy
presto uziteéné, protoze jsou Casové nenarocné a jednokrokové. Také je nutno
podotknout, Ze syntézy byly katalyzovany enzymem divokého typu. Mutantni
varianta, kdy je katalyticky nukleofil zaménén za nenukleofilni zbytek, dosahuje
stabilni glykosyl-fluoridy. Pfi porovnani vytézkti lze pozorovat vyssi
regioselektivitu enzymu, je-li pouzit akceptor s galakto-konfiguraci nez s gluko-
konfiguraci.

Inhibiéni potencidl pfipravenych latek byl méfen pomoci kompetitivniho



stanoveni ELISA typu. Byla stanovena mira inhibice vazby galektinu na
imobilizovany asialofetuin syntetizovanymi ligandy. TF antigen byl potvrzen jako
25x% selektivnéjsi ke Gal-3 (ICso = 267 pmol I'!) nez ke Gal-1 (ICso= 6771 umol 1?). Jeho
afinita nebyla oproti standardnimu ligandu LacNAc typ 2 lepsi, ale diky vyssi jeho
selektivité je perspektivnim ligandem pfi cilené inhibici na Gal-3. pNP-LacNAc typ
1 jevil stejné inhibic¢ni vlastnosti viici Gal-3 jako analog LacNAc typ 2 (ICso (LacNAc
typ 1) = 34 pmol/l; ICs (LacNAc typ 2) = 32 umol/l). Pro Gal-1 byl 3% horSim
inhibitorem nez LacNAc typ 2. Zd4 se tedy, Ze vazba B(1—3) zvysuje selektivitu
tohoto typu disacharidi viici Gal-3 v porovnani s Gal-1. Produkt pNP-LacNAc typ
odpovida 585 $) a je zbiochemického hlediska zajimava napt. jako standardni
substrat pro lakto-N-biosidasy (EC 3.2.1.140) [88]. Pfitomnost p-nitrofenylu na C-1
neméla v tomto ptipadé zdsadni vliv na afinitu ke galektinu, i kdyZ pfitomnost
aromatické skupiny v blizkosti C-1 miZe do jisté miry nespecificky podporit vazbu

ligandu do vazebného mista galektinu [22].



6. Zavér

V ramci teoretické casti této prace byly shrnuty zdkladni informace o
glykosidasach, dosavadni poznatky o galektinech, jejich sacharidovych ligandech a
zpuisobu stanoveni interakce galektin-ligand.

V experimentalni ¢asti byla purifikovana p-galaktosidasa o vytézku 22 mg
protein na 1 g bunék o specifické aktivité 1,2 U/mg. Enzym byl nasledné
biochemicky charakterizovan a vyuZzit pro enzymové syntézy.

Byla provedena série analytickych transglykosylacnich reakci za tcelem
zjisténi vhodnych podminek pro syntézu dvou vybranych strukturné odlisnych
disacharidi: TF antigen (B-D-Gal-(1—3)-D-GalNAc) a pNP-LacNAc typ 1 (B-D-Gal-
(1—3)-B-D-GIcNAc-(1— O)-pNP. Nasledné byly provedeny syntézy téchto latek
v semi-preparativnim méfitku a jejich strukturni charakterizace: TF antigen
(10 mg, 92 % cistota) a LacNAc typ 1 (8 mg, 97 % Cistota)

U jednotlivych produkti byla zméfena vazebna afinita ke galektinim Gal-1
a Gal-3. TF antigen se ukdzal 25x selektivnéjsi ke Gal-3. Pro Gal-3 bylo zjisténo ICso
= 267 + 59 umol/l a pro Gal-1 ICs = 6771 + 206 pmol/l. pNP-LacNAc typ 1 jevil
srovnatelné inhibicni vlastnosti pro Gal-3 jako analog LacNAc typ 2 s B(1-4) vazbou
(ICs0=34 + 4 pmol/l). Afinita ke Gal-1 byla trojndsobné horsi, nez ma zminény analog
s vyslednym ICso = 148 + 22 umol/l. Pfipravené latky jsou zajimavé i s komercniho

hlediska, vzhledem k cendm téchto produktti na trhu.
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Priloha 1

H a 3C NMR data Gal-beta-1,3-GalNAc (600.23 MHz pro H, 150.93 MHz pro *3C, D,0, 30 °C)

alfa anomer
Atom # éc m. OH Ny m. Jen[Hz] diagnostika HMBC
GalNAc 1 91.49 d 5.279 1 d 3.8
2 49.27 d 4.357 1 dd 11.1,3.8
3 77.34 d 4.088 1 dd 111,31 1
4 69.00 d 4.302 1 d 3.1
5 70.47 d 4.193 1 m 1
6 61.45 t 3.80" 2 m
2-CO 174.93 s - 0 -
Ac 22.33 q 2.088 3
Gal v 104.90 d 4.554 1 d 7.8 3
2 70.97 d 3.587 1 dd 10.0, 7.8
3’ 72.87 d 3.683 1 dd 10.0,3.4
4 68.88 d 3.974 1 d 3.4
5’ 75.24 d 3.72¢ 1 m 1
6’ 61.24 t 3.82" 2 m
beta anomer
Atom # éc m. O NH m. Jen[Hz] diagnostika HMBC
GalNAc 1 95.46 d 4.757 1 d 8.5
2 52.80 d 4.039 1 dd 10.9, 8.5
3 80.30 d 3.924 1 dd 10.9,3.2 1
4 68.35 d 4.235 1 d 3.2
5 75.11 d 3.767 1 m 1
6 61.24 t 3.82" 2 m
2-CO 175.23 S - 0 -
Ac 22.56 q 2.085 3
Gal v 105.07 d 4.498 1 d 7.8 3
2 70.91 d 3.587 1 dd 10.0, 7.8
3 72.82 d 3.673 1 dd 10.0,3.4
q 68.88 d 3.968 1 d 3.4
5’ 75.26 d 3.724 1 m iy
6’ 61.24 t 3.82" 2 m
H .. HSQC udaj

pfiblizny molarni poméra :B=3:2




Priloha 2

'H a 13C NMR data (600.23 MHz pro H, 150.93 MHz pro 3C, D,0, 30 °C)

Atom o m. o4 nu m. J[Hz] diagnostika HMBC
PNP i- 161.93 S - 0 1
o- 116.88 D 7.263 1 m
m- 126.38 D 8.313 1 m
p- 14302 | s - 0
GIcNAc? 1 98.67 D 5.423 1 d 8.5
2 54.62 D 4.234 1 dd 10.4,8.5
3 82.12 D 4.010 1 dd 10.4, 8.5 1’
4 68.70 D 3.741 1 dd 9.9, 8.5
5 76.10 D 3.794 1 ddd 9.9,53,22 |1
6 60.77 T 4.025 1 dd 12.4,2.2
3.877 1 dd 12.4,5.3
2-CO 175.21 S - 0
2-Ac 22.43 Q 2.065 3
Gal® 1’ 103.78 D 4.539 1 d 7.7 3
2’ 70.98 D 3.614 1 dd 9.9,7.7
3’ 72.80 D 3.710 1 dd 9.9,634
& 68.82 D 3.984 1 d 34
5’ 75.59 D 3.78" 1 m 1’
6’ 61.30 T 3.83" 2 m

H . HSQC udaj




